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NIR Réparation par incision de nucléotide (nucleotide incision repair) 
NLS Signal de localisation nucléaire (nuclear localisation signal) 
NNN N’-nitrosonornicotine 
ODN oligonucléotide 
OGG1 8-oxoguanine DNA N-glycosylase 1 
PAGE Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (polyacrylamide gel electrophoresis) 
PARP Poly(ADP-ribose) Polymérase 
PBS Tampon phosphate salin (phosphate buffer saline) 
PCNA Proliferating cell nuclear antigen 
PCR Réaction en chaîne par polymérase (polymerase chain reaction) 
pdb Paire de bases 
PNA Acide nucléique peptidique (peptide nucleic acid) 
PNK Polynucléotide kinase 
Ps Photosensibilisateur 
RFU Unité de fluorescence relative (relative fluorescence unit) 
RR Réparation par réversion (reverse repair) 
SAM S-adénosylméthionine 
SCAN1 Ataxie spino-cérébelleuse avec neuropathie axonale de type I (spinocerebellar ataxia 
with axonal neuropathy) 
SDS dodécylsulfate de sodium (sodium dodecyl sulfate) 
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shARN Smal hairpin ARN 
SHM Somatic hypermutation (hypermutation somatique) 
siARN ARN interférent (small interfering RNA) 
SNP Polymorphisme nucléotidique (single nucleotide polymorphism) 
STNR Rapport signal sur bruit (signal to noise ratio) 
T Thymine 
T4-PNK T4-polynucléotide kinase 
TBE Tris-Borate-EDTA 
TDG Thymine DNA N-glycosylase 
TDP1 Tyrosyl ADN-phosphodiestérase 
TEAA Acétate de triéthylammonium (triethylammonium acetate) 
TEL Transfert d’énergie linéique 
TEMED Tétraméthyléthylènediamine 
THF Tétrahydrofurane 
TM(D,T)P Thymidine mono(di, tri)phosphate 
TMZ  Témozolomide 
ToF Temps de vol (time of flight) 
Top1 Topoisomérase 1 
Tris Trishydroxyméthylaminométhane 
TTD Trichothiodystrophie 
U Uracile 
u Unité (enzymatique) 
u.a. Unité arbitraire 
Ugi Uracil DNA N-glycosylase inhibitor 
UNG Uracil N-glycosylase 
UV Ultra-violet 
XP Xeroderma Pigmentosum 
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1. L’ADN, de sa structure chimique à ses fonctions biologiques 
« Acide Désoxyribonucléique » : 23 lettres compactées sous l'acronyme « ADN ». Voici près 
d'un siècle et demi que cette molécule ne cesse de faire parler d’elle : « Dans mes expériences avec 
des solutions faiblement alcalines, lors de la neutralisation de la solution, j'ai pu obtenir des précipités 
qui ne pouvaient pas être dissous, soit dans l'eau, l'acide acétique, l’acide chlorhydrique très dilué, ou 
dans des solutions de chlorure de sodium, et qui ne pouvaient donc appartenir à aucune protéine 
connue jusque là »1 (Friedrich Miescher, 1869), « Nous souhaitons suggérer une structure pour le sel 
d’acide désoxyribonucléique (ADN). Cette structure a de nouvelles caractéristiques qui sont d'un 
intérêt biologique considérable »2 (Francis Crick, 1953), « Il semble probable que la plupart, sinon la 
totalité de l'information génétique dans chaque organisme est portée par l'acide nucléique - 
généralement par de l'ADN, bien que certains petits virus utilisent l'ARN comme matériel 
génétique. »3 (Francis Crick, 1953), « L’ADN humain est comme un programme d’ordinateur mais 
beaucoup, beaucoup plus avancé que n’importe quel logiciel jamais créé »4 (Bill Gates, 1996), « Et 
maintenant, l'annonce de Watson et Crick sur l'ADN. C'est pour moi la vraie preuve de l'existence de 
Dieu »5 (Salvator Dali, 1991), « La musique est dans mon ADN »6 (Rihanna, 2010).  
 
1.1. Un peu d’Histoire 
La première preuve de l’existence de cette molécule est apportée en 1869 par Johann 
Friedrich Miescher, biologiste suisse spécialisé en histochimie. Alors qu’il travaille sur la 
caractérisation des composants de cellules leucocytaires provenant du pus de bandages frais de 
patients, il isole une substance blanche insoluble en milieu acide, soluble en milieu alcalin, dont la 
composition atomique est exempt de soufre mais riche en phosphore, caractéristique partagée par 
aucune protéine découverte jusqu’à lors. Ce précipité étant issu des seuls noyaux isolés, il le baptise 
 
 
                                                          
1
 “In my experiments with weakly alkaline solutions, when neutralising the solution, I could obtain precipitates 
that could not be dissolved either in water, acetic acid, very dilute hydrochloric acid, or in solutions of sodium 
chloride, and which thus could not belong to any of the hitherto known proteins.” 
2
 "We wish to suggest a structure for the salt of deoxyribose nucleic acid. (D.N.A.). This structure has novel 
features which are of considerable biologic interest.” 
3
 "It seems likely that most if not all the genetic information in any organism is carried by nucleic acid - usually 
by DNA, although certain small viruses use RNA as their genetic material." 
4
 "Human DNA is like a computer program but far, far more advanced than any software eve created”  
5
 "And now the announcement of Watson and Crick about DNA. This is for me the real proof of the existence of 
God” 
6
 “Music is in my DNA!”  
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G. Mendel découvre les 
principaux mécanismes de 
transmissions des caractères 
héréditaire
F. Miescher découvre la 
nucléine, substance non 
protéique riche en 
phosphore mais dépourvu 
de soufre
Le terme de « chromatine »
est proposé par A. Flemming
Les travaux de P. Levene
conduisent à l’identification 
et la caractérisation des 
quatre nucléotides, unités 
de base de l’ADN. 
E. Chargaff observe que la 
chromatine comporte autant 
d’adénines que de thymines 
et de guanines que de 
cytosines
O. Avery, C. MacLeod et M. 
MacCarty démontrent que 
l’ADN est le support de 
l’information génétique
Les clichés de diffraction des 
rayons X de l’ADN obtenus 
par R. Franklin et M. Wilkins 
mettent en lumière la 
structure en double hélice 
de la biomolécule
J. Watson et F. Crick 
publient la structure 
moléculaire de l’ADN telle 
que nous la connaissons 
aujourd’hui
R. Holley et ses collègues 
« crackent » le code 
génétique
Le séquençage du génome 
humain commence
La séquence complète 
du génome humain est 
publiée
1865
1871
1880
1928
1944
1949
1953
1966
1990
2001
Figure 1: Chronologie de la découverte à la caractérisation 
de l'acide désoxyribonucléique (ADN). 
 
 « nucléine » (F. Miescher 1871). Après de 
nombreuses expériences menées sur ce nouveau 
composé, il spécule sur le fait que cette molécule 
pourrait être responsable de la transmission des traits 
héréditaires (qu’évoquait Mendel en 1865), mais lui-
même rejette cette idée.  
Ce n’est que 75 ans après la découverte de 
cet acide nucléique particulier, que Oswald T. Avery 
[1] et subséquemment Alfred Hershey et Martha 
Chase [2], démontrent et confirment que l’ADN est le 
support de l’information génétique. 
Une année seulement s’écoule pour que 
James Watson et Francis Crick publient la structure 
moléculaire de l’ADN [3], s’appuyant sur des 
décennies de recherche et de controverses. En effet, 
dès le début du XXème siècle, les travaux précurseurs 
de Phoebus Levene ont conduit à l’identification et la 
caractérisation des unités élémentaires composant la 
biomolécule, à savoir les quatre bases de l’ADN7 
(adénine, thymine, guanine, cytosine) et de leur 
combinaison en « nucléotides » chacune associée à 
un désoxyribose et un groupement phosphate. Le 
terme d’ « acide désoxyribonucléique » était 
désormais accepté. De cette découverte, il propose 
un modèle de la structure de l’ADN en tétranucléotide 
cyclique [4]. En 1949 Erwin Chargaff observe que 
l’ADN comporte autant d’adénines que de thymines 
et autant de guanines que de cytosines, ce qui tend à 
contredire la structure en tétranucléotide proposée 
                                                          
7
 Empiriquement, on considère que l’ADN est composé de quatre unités élémentaires. Toutefois, des 
modifications épigénétiques peuvent conduirent à d’autres bases considérées comme « naturelles ». La 5-
méthylcytosine et la 5-hydroxyméthyluracile sont aujourd’hui surnommées respectivement la « cinquième » et 
la « sixième » base de l’ADN. 
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par Levene et réinstaure l’idée originale de Miescher de la structure macromoléculaire. Dès lors, 
plusieurs équipes commencent à étudier la structure chimique de l’ADN, notamment par diffraction 
des rayons X de molécules d’ADN purifiées. Les meilleurs clichés permettent d’observer que cette 
biomolécule est symétrique et possède des unités répétitives. Plusieurs scientifiques, tels que 
Pauling L. et Corey R. ou Watson J. et Crick F., proposent un modèle de l’ADN en triple hélice. Le 
schéma de diffraction d’ADN obtenu par Rosalind Franklin et Maurice Wilkins, de meilleure qualité, 
tend à montrer que l’ADN serait sous la forme d’une double hélice. Des analyses complémentaires 
par microscopie électronique ont révélé que le diamètre de la biomolécule était de 20 Å, ce qui 
appuie cette hypothèse.  
 
 
Adénine
Thymine
Guanine
Cytosine
2’-désoxyribose
Liaison phosphodiester
Liaison N-glycosidique
Liaison Hydrogène
5’
5’
3’
3’
 
Figure 2 : Structure chimique de la complémentarité des quatre bases au sein de la molécule d'ADN 
 
 
1.2. Structure chimique de l’acide désoxyribonucléique 
Finalement, après plusieurs modèles erronés suggérés, Watson et Crick proposent la 
structure moléculaire de l’ADN communément admise aujourd’hui : cette molécule (Figure 2) est en 
fait composée de deux chaînes hélicoïdales « droites » enroulées l’une autour de l’autre le long d’un 
axe rectiligne. Le squelette de chacun des brins d’ADN est composé d’une alternance de sucres (β-D-
désoxyribofuranoses ou désoxyriboses, dR) et de groupements phosphates : le carbone 1’ de chaque 
sucre est lié covalemment à l’une des quatre bases azotées (la 5-méthyl cytosine étant équivalente à 
1   L’ADN, de sa structure chimique à ses fonctions biologiques  
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la cytosine) par des liens 3’-5’ phosphodiester. Les orientations (5’ 3’) des deux brins étant 
antiparallèles, on distingue un grand sillon (large et profond) et un petit sillon (étroit et peu profond) 
qui permettent l’accès des protéines et leur fixation à la molécule bicaténaire par des interactions 
spécifiques (électrostatiques, van der Waals ou ponts hydrogène).  
 
Les deux chaînes sont liées entre elles par des liaisons hydrogène entre une purine 
(adénine ou guanine) et une pyrimidine (thymine ou cytosine) situées perpendiculairement par 
rapport à l’axe de l’hélice, permettant une stabilisation supplémentaire de la double hélice par 
empilement des bases aromatiques (ou « π stacking »). L’antiparallélisme des brins, ainsi que la 
présence des formes tautomériques des bases les plus probables (forme céto plutôt que énol), 
privilégient deux combinaisons. Ainsi, l’adénine s’apparie à la thymine via deux liaisons hydrogène et 
la cytosine à la guanine par trois liaisons hydrogène. Cette complémentarité des bases, associée à la 
structure polymérique de l’ADN confèrent à cette molécule la propriété unique d’être porteuse de 
toute l’information génétique de chaque être vivant. « Il s'ensuit que, dans une longue molécule de 
nombreuses permutations sont possibles, et il semble donc probable que la séquence précise des 
bases est le code qui porte l'information génétique. Si l'ordre réel des bases sur l'une des deux chaînes 
a été donné, on peut écrire l'ordre exact des bases sur l'autre, en raison de l'appariement spécifique. 
Ainsi, une chaîne est, pour ainsi dire, le complément de l'autre, et c'est cette caractéristique qui donne 
à penser comment la molécule d'acide désoxyribonucléique pourrait se dupliquer elle-même. »8 [3]. 
Aujourd’hui ce mécanisme de duplication (appelé réplication pour l’ADN) est très bien caractérisé : il 
fait intervenir une série de protéines organisées en complexes enzymatiques appelés « réplisome ». 
Lors de ce processus, les deux chaînes d’ADN sont d’abord séparées puis, chaque brin sert de matrice 
pour que des enzymes spécialisées, les ADN polymérases, puissent synthétiser la séquence 
complémentaire à chacun d’eux, la polymérisation ayant toujours lieu dans le sens 5’ vers 3’. La 
réplication permet donc la formation de deux double hélices composées chacune d’un brin parental 
et d’un brin néoformé. Ce processus, qualifié de semi-conservateur, permet la sauvegarde de 
l’information génétique lors de la mitose. Les deux cellules filles et par conséquent toutes les cellules 
d’un même organisme possèdent le même génome.  
Chez l’humain, la totalité de l’ADN chromosomique (excluant donc l’ADN mitochondrial) 
est constitué de 3 milliards de paires de bases, ce qui représente 2 mètres d’ADN dans chaque noyau. 
Ainsi,  l’ADN doit être compacté selon plusieurs niveaux : le premier degré de compaction consiste en 
                                                          
8
 “It follows that in a long molecule many different permutations are possible, and it therefore seems likely that 
the precise sequence of the bases is the code which carries the genetical information. If the actual order of the 
bases on one of the pair of chains were given, one could write down the exact order of the bases on the other 
one, because of the specific pairing. Thus one chain is, as it were, the complement of the other, and it is this 
feature which suggests how the deoxyribonucleic acid molecule might duplicate itself.” 
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l’enroulement sur environ 200 paires de bases de la double hélice autour d’une multitude de 
protéines nommées histones afin de former le nucléosome. L’enchainement répétitif des 
nucléosomes forme une fibre de chromatine de 10 nm de diamètre qui s’enroule également sur elle-
même. D’autres processus conduisent au super-enroulement de la chromatine pour atteindre un 
niveau de compaction le plus élevé dans le chromosome métaphasique. Durant le cycle cellulaire, la 
structure chromatinienne est dynamique. En effet lors de la réplication, la recombinaison, la 
transcription ou encore la réparation de l’ADN, il est nécessaire que la chromatine soit décompactée 
pour permettre l’accès des protéines. Ces phénomènes sont finement régulés au cours du cycle 
cellulaire, notamment grâce à des modifications post-traductionnelles des histones [5, 6]. 
 
1.3. Fonctions biologiques de la biomolécule d’ADN 
Les fonctions de l’acide désoxyribonucléique sont donc multiples. Comme nous l’avons vu 
précédemment, cette biomolécule a été sélectionnée aux prémices de la vie pour porter 
l’information génétique de chaque espèce et individu (animaux, plantes, bactéries,…). Chez les 
eucaryotes, cette information génétique est également transmise par fécondation de génération en 
génération, essence même de l’hérédité mendélienne. En outre, la séquence primaire 
(enchaînement des monomères dAMP, dCMP, dGMP et TMP) est continuellement modifiée par des 
mécanismes mutationnels ou durant la maturation des gamètes (notamment durant la méiose). Ce 
brassage génétique conduit donc à la variation permanente de l’information génétique qui, associée 
à la sélection naturelle de ces modifications, est responsable de l’évolution des espèces, théorie 
Darwinienne largement admise aujourd’hui.  
D’un point de vue biochimique, l’ADN est surtout à l’origine du fonctionnement des 
organismes, car il est le code pour la biosynthèse des protéines. En effet, une machinerie cellulaire 
permet la transcription de portions du génome (gènes) en ARN9 pré-messagers par des ARN 
polymérases, toujours en respectant la complémentarité des bases. Cet ARN subit ensuite une 
maturation dans le noyau avant d’être exporté vers le cytoplasme où il sera traduit en protéine. 
Cette traduction est réalisée par un complexe multiprotéique et nucléique, le ribosome. Chaque 
codon de l’ARN (groupe de 3 ribonucléotides) correspond à un acide aminé. Ainsi,  les 64 possibilités 
de codons codent pour les 20 acides aminés formant les protéines. Ce code génétique universel fut 
déchiffré au milieu des années 60 grâce à la collaboration de F. Crick, M. Nirenberg, G. Khorona, H. 
Matthaei, R. Holey et leurs collègues [7, 8].  
                                                          
9
 L’ARN, ou Acide RiboNucléique, diffère de l’ADN par deux grandes nuances structurales. Comme son nom 
l’indique l’unité sucre de l’ARN est un ribose (non pas un désoxyribose). De plus en série ARN, la base thymine 
(de l’ADN) est remplacée par son homologue non méthylé, l’uracile.  
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« ADN » : en somme, ces seules trois lettres - en plus de leur rôle dans le développement 
et le fonctionnement des organismes - définissent l’identité génétique de chaque être vivant et est le 
vecteur de l’hérédité adopté par le vivant. En outre, subissant les effets de la sélection naturelle, 
l’ADN permet l’évolution biologique des espèces.  
 
2. Les lésions de l’ADN 
En dépit de ses rôles biologiques cruciaux dans le développement, le fonctionnement et la 
reproduction des organismes, l’ADN n'en demeure pas moins une molécule chimique. Elle possède 
donc une réactivité non négligeable vis-à-vis d’agents endogènes - tels que les espèces réactives de 
l’oxygène (EROs) ou encore des produits secondaires d’acides gras polyinsaturés - et exogènes tels 
que le tabac, les médicaments chimiothérapeutiques, les rayonnements ionisants, etc. Ces multiples 
sources d’agression peuvent induire des modifications de la structure de la macromolécule qui 
peuvent avoir des conséquences biologiques importantes (cf. I.3). La suite de ce chapitre recense les 
processus qui peuvent endommager la molécule d’ADN, les lésions qui en résultent ainsi que les 
conséquences directes de ces dommages sur la réplication et la transcription. Nous verrons 
également des cas où les propriétés génotoxiques d’agents exogènes sont exploitées à des fins 
thérapeutiques. 
 
2.1. L’Hydrolyse 
La réaction chimique la plus courante, mais potentiellement dangereuse pour l’ADN est 
l’hydrolyse. La liaison N-glycosidique entre le sucre et la base y est très sensible. Ainsi, l’hydrolyse de 
cette liaison, induite chimiquement ou enzymatiquement, conduit au relargage de la base et par 
conséquent à l’apparition d’un site apurinique/apyrimidique non codant, également dit site abasique 
ou site AP. Lindahl, T. et ses collègues [9, 10] ont montré que la vitesse de dépurination spontanée 
(de dA ou dG) est 20 fois plus rapide que la dépyrimidination du fait, entre autre, du mécanisme de 
type SN1 pour la dépurination (t1/2 = 730 ans pour dA et dG et 14 700 ans pour dT et dC). L’équipe de 
Nakamura, J. a pu estimer, grâce à une sonde réagissant avec l’aldéhyde formé suite à l’hydrolyse de 
la liaison base-sucre, que le taux moyen de sites abasiques formés à l’état basal dans une cellule de 
mammifère est de 10 000 par jour, ce chiffre étant très dépendant du type cellulaire [11, 12]. De 
plus, l’oxydation ou l’alkylation des bases (cf. § I.2.2 et I.2.3), notamment en N7 des purines induisent 
la déstabilisation de la liaison N-glycosidique par la formation d’un meilleur groupe partant, 
accélérant la perte de la base de 6 ordres de grandeur [13].  
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Le site abasique est une lésion prépondérante et est hautement cytotoxique et mutagène. 
Sa cytotoxicité peut être associée en règle général à la génération de lésions secondaires de types 
cassures de brin ou de pontages ADN/ADN ou ADN/protéines par plusieurs mécanismes : les sites AP 
sont en effet très baso-labiles et peuvent ainsi se fragmenter, induisant des cassures simple brin10 
[14]. La forme ouverte aldéhydique du site AP, bien que peu présente (< 1 %) [15] est cependant très 
réactive et peut former des adduits avec une guanine située sur le brin opposé (pontage inter-brin), 
avec la chaîne latérale de résidus protéiques ou encore avec des polyamines, générant un pontage 
inter-brin ou des adduits complexes peu réparés.  
Les sites abasiques non-codants peuvent induire le dysfonctionnement des ADN et ARN 
polymérases durant les processus de réplication et de transcription. L’arrêt de ces processus peut 
également conduire à des cassures de chromosomes ou mener à l’avortement d’évènements 
transcriptionnels [16]. Les sites AP agissent également comme des poisons endogènes des 
topoisomérases, enzymes modulant la structure topologique de l’ADN, en générant des coupures 
transitoires au sein de cette molécule [17]. Ces enzymes sont essentielles car elles contrôlent la 
structure super-enroulée de l’ADN lors de la réplication, la transcription, ou la ségrégation des 
chromosomes [18]. Lorsqu’ils sont présents au sein du site de coupure de la topoisomérase, ceux-ci 
inhibent le fonctionnement de l’enzyme qui reste fixée covalemment à l’ADN, et finalement 
induisent des cassures double-brin hautement cytotoxiques [19, 20]. 
La mutagénicité des sites abasiques est une conséquence directe de la perte d’information 
codante portée par la base. Ainsi, certaines ADN polymérases sont capables de contourner le 
dommage en incorporant un nucléotide en face du site abasique. Le désoxyribonucléoside 
triphosphate (dNTP) incorporé est très dépendant du type de polymérase. Chez Escherichia Coli par 
exemple, il a été montré que la désoxyadénosine est préférentiellement insérée en face d’un site AP, 
ce mécanisme de sélection faisant référence à la règle du A, ou « A-rule » [21, 22]. Cette sélectivité 
induit donc des transversions G : C → T : A lorsque la dépurination provient d’une désoxyguanosine. 
Toutefois, cette règle n’est pas universelle et de nombreuses études ont été menées in vitro pour 
caractériser la sélectivité appliquée par les différentes polymérases réplicatives, translésionnelles et 
de la réparation de bactéries, de levures ou de mammifères [23]. Occasionnellement, l’ADN 
polymérase peut contourner la lésion en la « sautant », ce qui induit la délétion d’un nucléotide, 
mutation ayant des conséquences bien plus importantes qu’une simple mutation ponctuelle [24]. La 
mutagénèse des sites abasiques est donc très complexe et dépend, entre autres, de l’induction et du 
recrutement des différentes polymérases sur le site endommagé.  
                                                          
10
 L’abstraction du proton en α de l’aldéhyde (ou hémiacétal) conduit à une rupture du lien phosphodiester en 
3’ du site AP par β-élimination et peut subséquemment conduire à la perte du phosphate en 5’ par γ,δ-
élimination 
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Les amines exocycliques des bases azotées sont également sujettes à l’hydrolyse. La 
désamination de l’adénine, de la guanine, de la cytosine et de la 5-méthylcytosine (formée par 
méthylation épigénétique de la cytosine) forme respectivement l’hypoxanthine, la xanthine, l’uracile 
et la thymine [25]. Chimiquement, cela implique le remplacement d’un groupement donneur de 
liaison H « amino » par un groupement accepteur « oxo », ce qui modifie les propriétés 
d’appariement des bases et peut donc conduire à des altérations de la séquence codante. 
L’hypoxanthine, bien que peu formée dans la double hélice, est mutagène en vertu de son 
appariement stable avec la cytosine plutôt qu’avec la thymine [26]. Cependant, la principale lésion 
issue de cette réaction est l’uracile, formée entre 100 et 500 fois par cycle dans une cellule humaine 
[27]. L’uracile s’appareillant préférentiellement avec l’adénine, sa conservation dans la séquence 
mène à une transition G : C → A : T. De même la désamination de la 5-MeC, plus favorable encore, 
conduit à la même mutation ponctuelle [28]. Certes ces lésions sont très mutagènes, notamment 
dans les régions régulatrices de gènes11, toutefois la désamination médiée par une enzyme 
spécialisée, une (désoxy) cytidinedésaminase, contribue au renforcement de nos défenses 
immunitaires par la diversification des anticorps au sein des globules blancs (cf. § I.5.6 et [31]). 
Enfin, l’hydrolyse de la liaison phosphodiester du squelette sucre-phosphate est également 
une réaction spontanée (ΔG°’ = -5.3 kcal/mol) [32]. Cependant, la cinétique d’hydrolyse dans des 
conditions de pH et de température physiologiques est très lente [33]12. Nous pouvons alors 
considérer que l’hydrolyse spontanée des liens phosphodiester dans l’ADN, dans ces conditions, ne 
se produit pas significativement, bien que cette réaction puisse être catalysée enzymatiquement.  
 
2.2. L’Oxydation 
La vie telle que nous la connaissons aujourd’hui n’est que rarement possible sans oxygène. 
Paradoxalement, dans ce chapitre, nous allons voir que cette molécule diatomique et ses dérivés 
réactifs peuvent endommager l’ADN par des processus oxydatifs divers, incompatibles avec le 
maintien de la vie si les cellules n’étaient dotées d’un arsenal antioxydant.  
La plus grande source de stress oxydant est l’oxygène et ses dérivés produits 
continuellement comme sous-produits du métabolisme, ou générés par l’action de composés 
exogènes ou des radiations. Les espèces réactives de l’oxygène (EROs) les plus courantes sont le 
                                                          
11
 Chez les eucaryotes, ces régions régulatrices sont riches en dinucléotides désoxycytidine-phosphate-
désoxyguanosine (abrégé CpG). La transcription des gènes est régulée par la méthylation de ces régions 
promotrices au niveau des cytosines [29]. Ces régions sont donc très sensible à la désamination et constitue 
des points chauds pour les mutations de type transitions C : G vers T : A [30]  
12
 Par extrapolation des données obtenues pour l’hydrolyse du dinéopentylphosphate. Cette réaction a un 
temps de demi-vie de 30 millions d’années) 
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radical anion superoxyde (O2°
-), le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le radical hydroxyle (HO°) ou leurs 
dérivés alkylés (ROO°, RO°,…). Parmi ces molécules, le radical hydroxyle, produit via la réduction de 
l’oxygène médiée par un métal (réaction de Fenton), par radiolyse de l’eau ou encore par 
décomposition de peroxydes (nitrés ou alkylés), est particulièrement réactif vis-à-vis des nucléobases 
et du désoxyribose et peut mener à la formation de nombreuses et diverses lésions (pour revue, voir 
[34]). Ainsi, le radical hydroxyle peut soit s’additionner sur une double liaison, soit abstraire un 
proton par des mécanismes radicalaires. La guanine est particulièrement sensible à l’oxydation. 
L’addition du radical sur les carbones C4 et C5 est réversible par la captation d’un électron de l’eau et 
la déshydratation de l’adduit [35]. En revanche, l’adduit radicalaire C8-OH conduit à la 8-oxoguanine 
(ou 7,8-dihydro-8-hydroxyguanine, 8-oxoG) par oxydation à un électron. Cette réaction, très 
majoritaire en condition oxydante, est en compétition avec l’ouverture réductrice du cycle imidazole 
conduisant à la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine (FAPyG) [34, 36]. La 8-oxoG est la 
lésion prédominante due au stress oxydatif, qui est de plus très mutagène : elle s’apparie 
préférentiellement avec une adénine par des liaisons H de type « Hoogsteen » (et non « Watson-
Crick »), conduisant durant la réplication à des transversions G → T (cf. § I.5.3 et [37-39]). La FAPyG 
quant à elle est très alcali-labile et possède également des propriétés de mauvais codage de l’ADN 
[40] et d’inhibition de la réplication [41]. Dans une moindre mesure, le radical hydroxyle peut, de la 
même manière, endommager l’adénine pour former la 8-oxoA et la FapyA [42]. La 8-oxoG et la 8-
oxoA possèdent un potentiel d’oxydation plus bas que leur base normale et sont donc sujettes à une 
suroxydation par arrachement d’électron ou via l’oxygène singulet, formant les spirohydantoïnes et 
allantoïnes correspondantes ainsi que l’acide oxalurique [43-45].  
Une pléthore de lésions est également issue de la réaction de HO° avec les bases 
pyrimidiques [34, 46]. L’addition de l’hydroxyle forme majoritairement les radicaux C5-OH et C6-OH, 
qui peuvent subséquemment subir plusieurs réactions en fonction de leurs propriétés oxydo-
réductrices et de leur environnement, évoluant en dommages hétéroclites : l’hydratation de ces 
radicaux mènent aux diols correspondants, glycol de thymine (Tg) et cytosine glycol (Cg). La perte de 
l’aromaticité du cycle accélère la désamination et la déshydratation de la Cg qui se décompose 
rapidement en uracile glycol (Ug), 5-hydroxycytosine (5-OHC) et 5-hydroxyuracile (5-OHU) [47, 48]. 
En condition anaérobique, les radicaux formés par addition de HO° sur la double liaison 
C5=C6 conduisent aux dérivés 5-hydroxy-6-hydro- et 6-hydroxy-5-hydropyrimidines. Egalement, la 
radiolyse de l’eau par rayonnement ionisant (cf. § I.2.5) peut conduire à la réduction de cette double 
liaison formant la 5,6-dihydrothymine (5,6-DHT) et la 5,6-dihydrocytosine (5,6-DHC) qui est 
désaminée efficacement en son analogue uracile (5,6-DHU) [49]. En présence d’oxygène, ces 
réactions sont inhibées et les radicaux pyrimidiques C6-OH peuvent se décomposer en dérivés 
d’hydantoïne stables (5-OH-5-MeHyd et 5-OH-Hyd) [50, 51]. Le radical hydroxyle peut également 
2   Les lésions de l’ADN  
 25 
abstraire un proton méthylique de la thymine pour former un radical allyle. En présence d’eau ou 
d’oxygène ce dernier est oxydé en 5-(hydroxyméthyl)uracile (5-hmU) ou en 5-formyluracile (5-FoU) 
[52].  
Les conséquences biologiques de ces lésions varient énormément (pour revue, voir [53]). 
Par exemple, les adduits hydroxylés en position 5 de la thymine (Tg, 5-OH DHT), et les dérivés 
d’hydantoïnes sont très peu mutagènes mais sont létaux car ils créent une distorsion locale 
importante de la double hélice entravant la synthèse d’ADN par les polymérases [54, 55]. La DHT 
quant à elle est une lésion bénigne car elle garde sa préférence d’appariement avec l’adénine et ne 
bloque pas la réplication ou la transcription [56, 57]. En règle générale, les dommages oxydatifs de la 
cytosine sont promutagènes : les trois principales lésions, l’Ug, la 5-OHC et la 5-OHU conduisent 
souvent à des transitions C → T par leur appariement favorisé avec l’adénine et la capacité des 
polymérases à passer outre ses lésions [58]. De plus, la plupart des réactions conduisant à la 
saturation du cycle pyrimidine rendent leurs produits plus alcali-labiles. Ces derniers peuvent mener 
à la formation de sites abasiques, également toxiques et mutagènes (cf. I.2.1).  
L’oxygène singulet (1O2)
13 et les radicaux hydroperoxydes (par exemple issus de la 
peroxydation lipidique) sont également des sources d’oxydation de l’ADN. Ils forment quasi 
exclusivement la 8-oxoG [59, 60] qui peut se décomposer en spiroiminodihydantoïne [61].  
Le fragment désoxyribose n’est pas épargné par le stress oxydatif. Une espèce radicalaire 
peut facilement abstraire un proton porté par les carbones C1’ à C5’. Il s’ensuit généralement une 
cascade de réarrangements et de fragmentations conduisant à des cassures simple brin dont la 
nature des extrémités varie suivant l’oxydant et le site déprotoné initialement. Ces cassures peuvent 
être délétères pour la cellule du fait de la perte d’information codante apportée par la base et de la 
cytotoxicité de ces clivages souvent mal pris en charge par les enzymes de réparation. L’abstraction 
du proton C1’ conduit également à la formation de sites abasiques oxydés comme la 2’-
désoxyribonolactone [62]. 
La plupart de ces lésions, générées par les espèces réactives de l’oxygène ou de l’azote, 
engendrent des intermédiaires réactionnels radicalaires très réactifs qui peuvent parfois réagir eux-
mêmes avec d’autres fragments de biomolécules pour donner des lésions tandem [63, 64]. Les 
cyclopurines, par exemple, sont issues de l’attaque d’un radical formé en position C5’ du sucre sur le 
C8 de l’adénine (5’-R/S cyclodA) ou de la guanine (5’-R/S cyclodG) [65]. Ce lien covalent déstabilise 
l’appariement de la base en question et crée une distorsion locale importante de l’ADN double brin 
[66, 67]. Cette déformation bloque la transcription et inhibe donc l’expression de gènes [68]. De la 
                                                          
13
 L’oxygène singlulet est produit par excitation de l’oxygène moléculaire (triplet) via un photosensibisateur 
soumis à un rayonnement UV. Il est également produit par décomposition du peroxyde d’hydrogène, présent 
naturellement dans les cellules.  
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même façon le radical allyle de la thymine peut mener à un pontage ADN/protéine (e.g. histone) par 
un couplage covalent avec une tyrosine [69]. Le radical hydroperoxyde, intermédiaire dans la 
formation du diol de thymine, peut pareillement oxyder une guanine adjacente ou abstraire un 
proton sur le C1’ du désoxyribose situé en 3’ pour former un site abasique désoxyribonolactone [70, 
71]. Ces lésions tandem ont souvent une toxicité accrue car elles sont mal prises en charge par les 
systèmes de réparation (cf. §  I.4). 
 
2.3. L’Alkylation 
Une autre grande classe de réactions chimiques pouvant léser l’ADN est l’alkylation. Il 
existe une multitude d’agents alkylants qui proviennent du métabolisme cellulaire ou sont présents 
dans l’environnement (l’air, l’eau, la nourriture,…). D’autres encore ont été développés 
spécifiquement dans le but même d’endommager l’ADN, et sont notamment utilisés dans les 
thérapies anticancéreuses. Il existe différents sites d’alkylation sur les acides nucléiques, 
principalement au niveau des sites nucléophiles de la molécule. La sélectivité de l’alkylation est 
dictée par plusieurs paramètres comme le mécanisme réactionnel (SN1 ou SN2), la disponibilité du 
site nucléophile (si l’ADN est simple ou double brin) et le type de molécule alkylante. Il serait difficile 
de faire une liste exhaustive de tous les adduits à l’ADN formés par alkylation tant le nombre 
d’agents auxquels la biomolécule est exposée est grand. Dans ce paragraphe, nous nous 
contenterons de mentionner les grands types d’adduits formés et leurs conséquences biologiques.  
Les sites d’alkylation potentiels des acides nucléiques sont les azotes endo- ou 
exocycliques et les oxygènes des nucléobases ou des liens phosphodiester (cf. Figure 3 et  [72]. Plus 
marginalement, le carbone 8 de la guanine est également sujet à cette réaction [73].  
2.3.a. Méthylation  
L’alkylation simple (méthylation, éthylation), bien que peu destructurante représente un 
réel danger pour les cellules si elle n’est pas contrôlée. De façon générale, le site d’attaque 
préférentiel est l’azote endocyclique 7 de la guanine (N7G) [74-76]. Ainsi, la régiosélectivité de cette 
position pour divers agents comme le méthanesulfonate de méthyle (MMS), la N-méthyl-N-
nitrosourée (MNU) ou le sulfate de diméthyle (DMS) est de 70 à 80 % de la totalité des adduits 
formés par alkylation [77]. Bien que la N7-alkylguanine soit relativement inoffensive en elle-même 
car ses propriétés codantes restent inchangées par rapport à la guanine et qu’elle n’entrave pas les 
processus de réplication et de transcription, la charge positive portée par l’azote 7 accélère 
considérablement la dépurination, menant à des intermédiaires sites AP cytotoxiques [16].  
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La S-adénosylméthionine est un donneur de méthyle cellulaire utilisé enzymatiquement 
dans de nombreuses voies de biosynthèse. Cette molécule peut également réagir avec l’ADN 
générant principalement la N7MeG et la N3MeA. Bien que cette dernière lésion ne soit pas 
particulièrement mutagène, elle est cytotoxique en vertu de sa capacité à inhiber la réplication par 
des interactions stériques entre le groupement méthyle et la polymérase [78-80]. La substitution 
nucléophile impliquée dans la réaction d’alkylation par la SAM est de type SN2. Ainsi, cette molécule 
réagit de façon négligeable avec les nucléophiles durs comme l’oxygène en position 6 de la guanine 
[81, 82]. D’autres composés alkylant l’ADN selon le même mécanisme comme le MMS ou les 
halogénures de méthyle ou d’éthyle, naturellement présents dans la nourriture ou plus 
intensivement utilisés comme pesticides, forment aussi les adduits N1AlkylA et N3AlkylC [83, 84]. Ces 
positions sont protégées par des ponts hydrogène dans la double hélice d’ADN mais sont assez 
nucléophiles lorsque l’ADN est présent sous sa forme simple brin comme dans les fourches de 
réplication [85]. Ainsi, ces lésions toxiques entravent l’appariement des bases et par conséquent 
bloquent la réplication [86].  
Les agents alkylant l’ADN avec un mécanisme de type SN1 réagissent également avec les 
azotes mais aussi de façon non négligeable avec les oxygènes. Parmi ces molécules on retrouve les 
composés N-alkyl-N-nitrosamides (MNU, méthylnitronitrosoguanidine MNNG,…) ou encore les 
nitrosamines issus de la nourriture ou de la combustion du tabac (e.g. N-nitrosonornicotine NNN), 
reconnus depuis des décennies comme cancérigènes de type 114 (IARC MONOGRAPH 1986; [87]. 
L’exposition de l’ADN à ces composés métabolisés forme en quantité significative l’O6MeG et, plus 
anecdotiquement, l’O4MeT [77, 88, 89]. Ces lésions sont hautement mutagènes et cytotoxiques : 
l’O6MeG s’apparie avec une thymine ce qui donne lieu à des transitions de G → A [90]. En plus de ses 
propriétés pro-mutagène, il semble que l’O6MeG soit également cytotoxique du fait que le 
mésappariement O6MeG:T soit mal pris en charge par la voie de réparation spécifique (« mismatch 
repair », cf. § I.4.4), provoquant des cassures simple et double brin [91]. L’O4MeT, quant à elle, mime 
la cytosine et s’apparie donc préférentiellement avec une guanine induisant des transitions T → C 
[92, 93].  
         Comme mentionné précédemment, la position 8 de la guanine peut également être alkylée 
par des mécanismes radicalaires. Il a été montré que ces lésions sont formées in vitro et in vivo par 
des agents tels que la 1,2-diméthylhydrazine ou le ter-butylhydroperoxyde [94-96]. La 8-MeG se 
trouve être une lésion potentiellement létale car elle est capable de générer des transversions G → C 
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 Le classement des agents carcinogènes officiel est réalisé par le Centre International de Recherche sur le 
Cancer (CIRC, en anglais International Agency for Research on Cancer, IARC) : http://www.iarc.fr/. Les 
composés du groupe 1 sont cancérigènes avérés tandis que ceux du groupe 4 ne sont probablement pas 
cancérigènes pour l’homme. 
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et G → T ainsi que des délétions [97]. De plus, il semble que les cellules de mammifères ne soient pas 
capables de réparer cette lésion efficacement [73]. 
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Figure 3: Principaux sites d'hydrolyse, d'oxydation et d'alkylation de l'ADN. 
 
 
Le squelette phosphodiester de l’ADN est également sujet aux dommages alkylants. Par 
exemple, 17 % de la totalité des adduits formés par le MNU dans l’ADN double brin se produisent sur 
le phosphate. Bien que cette méthylation accélère l’hydrolyse du lien sucre-phosphate, elle reste 
relativement lente. D’autres agents comme le 2-hydroxyéthylnitrosourée (HENU) créent des liens 
phosphotriester beaucoup moins stables et par conséquent induisent des cassures de chaînes qui 
seraient responsables de leur carcinogénicité [98].  
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Figure 4: Exemples de molécules alkylantes et dommages induits. 
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2.3.b. Adduits volumineux 
D’autres composés, tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques15, sont 
métabolisés intra-cellulairement par les enzymes de détoxification et peuvent alors réagir avec les 
bases azotées [100, 101]. Ce sont très majoritairement les amines exocycliques des purines, 
notamment de la guanine qui réagissent sur ces composés activés pour former des adduits 
volumineux [102]. Ces adduits sont stables et mutagènes s’ils ne sont pas éliminés. 
 
2.3.c. Alkylants bifonctionnels 
Toutes les molécules énoncées précédemment (SAM, MNU, MMS, HAPs,…) sont des 
alkylants monofonctionnels, c’est à dire qu’elles n’ont qu’un seul site électrophile pouvant réagir 
avec les biomolécules. Certains composés bifonctionnels sont capables de ponter deux centres 
nucléophiles dans le duplexe d’ADN. Les aldéhydes α,β-insaturés, produits endogènement lors de la 
peroxydation lipidique (malonaldéhyde, 4-hydroxy-2-nonenal, acroléine,…) ou de sources exogènes 
(chlorure de vinyle,…), peuvent ainsi cycliser par le biais des azotes endo- et exocycliques des bases 
G, A et C, générant propano- ou éthèno-adduits [103, 104]. Les éthèno-adduits sont formés par 
addition de ces mêmes composés, souvent peu réactifs vis-à-vis de l’ADN, préalablement 
métabolisés par époxydation [103]. Ainsi, quatre types d’éthènobases peuvent être obtenus : la N2,3-
éthènoguanine (N2,3-εG), la 1,N2-εG, l’εA et l’εC. Ces adduits exocycliques modifient les propriétés 
d’appariement des bases et sont souvent promutagéniques [105]. Ainsi,  le type de mutations 
engendrées par ces lésions a été intensément étudié in vitro, in cellulo ou in vivo (pour revue, voir 
[106]). Il en ressort que l’εA induit plutôt des transitions A → G, l’εC est mutée en A ou en T durant la 
réplication, la N2,3-εG s’apparie préférentiellement avec une thymine et la 1,N2-εG est mutée en A, C 
ou T et induit des délétions suivant le modèle de polymérase ou d’organisme étudié. De nombreuses 
études tendent à démontrer l’implication de ces dommages dans le développement de certains 
cancers [107, 108] et leur lien étroit avec le niveau de stress oxydatif [109, 110]. En outre, 
l’exposition professionnelle au chlorure de vinyle utilisé dans la fabrication du PVC est, depuis son 
utilisation, associée au développement d’angiosarcomes du foie chez les travailleurs [111]. Le spectre 
mutationnel de ces tumeurs peut être attribué à la formation des éthènobases dans l’ADN [112]. 
                                                          
15
 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) sont issus de la combustion (pyrolyse) incomplète de la 
matière organique. Cette décomposition thermique peut être d’origine naturelle (feux de forêts,…) 
anthropique (industrie, sources domestiques,…). Certains d’entre eux, dont le plus connu Benzo[a]pyrène, sont 
reconnus cancérigènes par le CIRC depuis plus de 30 ans [99]  
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D’autres agents alkylants bifonctionnels peuvent créer des pontages intra- ou inter-brin ou 
encore des pontages ADN-protéines. C’est le cas par exemple de l’ypérite, aussi connu sous le nom 
de gaz moutarde et utilisé comme arme chimique, entre autres pendant la première guerre 
mondiale. En plus de former des mono-adduits [113], le sulfure de 2,2’-dichloroéthyle peut réagir 
successivement par l’intermédiaire d’ions carbénium avec une prédilection pour les azotes N7 de 
deux guanines [114] formant en quantité significative des pontages intra-brin et inter-brin [115, 116] 
qui affectent la synthèse d’ADN [117, 118]. Les pontages inter-brin sont d’autant plus toxiques du fait 
qu’ils empêchent la séparation des 2 chromatides nécessaire pour la division cellulaire et que leur 
réparation difficile crée des cassures double brin [119].  
 
2.3.d. Alkylants thérapeutiques 
Les agents alkylants sont la plus vieille classe de médicaments anticancéreux [120]. Bien 
que ces agents chimiques soient capables de réagir avec tous les composants cellulaires, les 
conséquences biologiques (cytotoxicité, mutagénèse, clastogénèse) peuvent être attribuées à leur 
capacité à endommager l’ADN. Parmi les médicaments classiquement utilisés en chimiothérapie, on 
retrouve les tétrazines comme le témozolomide ou la dacarbazine utilisées notamment dans le 
traitement des tumeurs cérébrales (glioblastomes) et des mélanomes de par leur propriété lipophile 
[121]. Leur effet cytotoxique sur les cellules cancéreuses peut être attribué à la formation de 06-
méthylguanines dont nous avons mentionné l’effet mutagène accru (cf. § I.2.3 et [122, 123]). 
Le gaz moutarde est historiquement le premier agent alkylant utilisé à des fins 
thérapeutiques pour traiter des tumeurs superficielles [124]. En raison de son action vésicante, celui-
ci a très vite été abandonné pour ses analogues azotés. Ainsi, les dérivés du précurseur 
méchloroéthamine (ou chlorméthine), comme le melphalane, la chlorambucile ou le 
cyclophosphamide sont toujours utilisés cliniquement pour le traitement de nombreux cancers [125-
127]. La génotoxicité des moutardes à azote est assignée à leur capacité à former des pontages inter- 
et intra-brin N7G-N7G et N3A-N7G selon un mécanisme analogue à celui de l’ypérite énoncé 
précédemment [128, 129].  
Dans les années 60, d’autres dérivés de molécules alkylantes cancérigènes ont été 
développés paradoxalement pour des applications antitumorales. Ainsi,  les chloroéthylnitrosourées, 
telles que la carmustine (ou BCNU), la lomustine (ou CCNU) et la fotemustine ont la capacité à 
traverser la barrière hémato-encéphalique et sont donc utilisées dans le traitement de tumeurs 
cérébrales [130, 131]. Ces molécules doivent leur effet anticancéreux à la formation de pontages 
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covalents entre le N1 d’une guanine et le N3 d’une cytosine appariée par un mécanisme multi-étapes 
[132]. 
D’une découverte fortuite en 1965, le cis-platine et ses dérivés comptent parmi les agents 
antinéoplasiques les plus utilisés dans le monde, notamment dans le traitement des tumeurs solides. 
[133, 134]. A l’instar des moutardes azotées, le cis-platine et les générations suivantes comme le 
carboplatine ou l’oxaliplatine forment des produits d’addition entre deux bases proches de l’ADN 
génomique, bien qu’avec des proportions différentes pour les différents adduits. A l’inverse des 
alkylants bifonctionnels mentionnés précédemment, qui forment majoritairement des mono-adduits, 
les adduits mono-platinés restent faibles et la majeure partie des réactions aboutissent à la chélation 
de deux bases. Ainsi,  ces complexes de platines forment en très grande proportion des pontages 
intra-brin N7G-N7G N7A-N7G et N7G-X-N7G (X correspondant à un résidu nucléique) qui bloquent 
les processus biologiques de réplication et de transcription [135-137]. Les pontages inter-brin 
représentent quelques pourcents de la totalité des adduits platinés et sont également responsables 
de la cytotoxicité de ces molécules [138].  
D’autres agents pontants sont également utilisés en chimiothérapie. Le busulfan, utilisé 
dans le traitement des leucémies myéloïdes chroniques, crée des lésions N7G-N7G intra et inter-brin 
[139, 140]. La mitomycine C, utilisée en combinaison avec d’autres agents chimiothérapeutiques 
dans le traitement de divers cancers, est métabolisée avant de réagir avec les groupements amino 
exocycliques de deux guanines. Ces réactions forment majoritairement des pontages inter-brin 
stables hautement cytotoxiques [141-144]. 
 
Les di-adduits causés par l’ensemble des alkylants pontants ont des conséquences néfastes 
pour les cellules. D’une part, ils inhibent les processus biologiques nécessitant la séparation des deux 
brins d’ADN tels que la transcription et la réplication [145]. La déformation importante de la double 
hélice induite par ces dommages peut physiquement bloquer les ADN et ARN polymérases mais 
également modifier l’affinité de facteurs de transcription pour leurs cibles. Egalement, la rigidité du 
nucléosome peut influencer l’avancement de la synthèse d’acides nucléiques [146]. D’autre part ces 
lésions peuvent évoluer en cassures de brin du fait de l’instabilité qu’elles génèrent ou durant les 
processus de réparation [147]. 
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Base normale        Désamination                   Oxydation/Réduction                                          Alkylation     
Hypoxanthine 
(Hx)
8-oxoadénine
(8-oxoA)
2,6-diamino-5-
formamidopyrimidine
(FAPyA)
1-méthyladénine
(1-MeA)
3-méthyladénine
(3-MeA)
N7-méthyladénine
7-MeA
1, N6-éthènoadénine
(εA)
Adénine
(A)
Guanine
(G)
Xanthine
(Xa)
8-oxoguanine
(8-oxoG)
2,6-diamino-4-hydroxy-
5-formamidopyrimidine
(FAPyG)
N2-arylguanine
(N2-ArG)
7-méthylguanine
(7-MeG)
O6-méthylguanine
(O6-MeG)
N2,3-éthènoguanine
(N2,3-εG) 
Thymine
(T)
Thymine glycol 
(Tg)
5-hydroxyméthyl
uracile (5-HOMeU)
5-formyluracile
(5-FoU)
5,6-dihydrothymine
(DHT)
O4-méthylthymine
(O4-MeT)
Cytosine
(C)
Uracile
(U)
Cytosine glycol
(Cg)
5-hydroxycytosine
(5-OHC)
3-méthylcytosine
(3-MeC)
3,N4-éthènocytosine
(εC)
5-méthylcytosine
(5-MeC)
Thymine
(T)
 
Figure 5: Principales lésions issues de la désamination, l'oxydation ou l'alkylation des bases nucléiques.  
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2.4. Les Réactions photochimiques 
Depuis que la vie s’est étendue des mers aux continents, l’ADN a dû faire face à une nouvelle 
source de dommages : le soleil, plus particulièrement le rayonnement ultra-violet (UV). Le spectre UV 
est découpé en trois domaines en fonction de leur longueur d’onde : les UVC (200-280nm), les plus 
énergétiques sont absorbés dans la stratosphère par l’ozone et sont peu pertinents 
biologiquement [148]; les UVB (280-320 nm) représentent quelques pourcents du rayonnement UV 
solaire mais sont responsables en grande partie de la génotoxicité de ces radiations; les UVA (320-
400 nm), moins énergétiques, sont d’une intensité bien supérieure aux UVB à la surface de la Terre 
et leur rôle dans la cancérogénèse ne doit pas être écarté [149]. 
 
UVB ou 
UVA + Ps
1
2 3
 
Figure 6: La photoréaction entre deux thymines adjacentes conduit à la formation du dimère de pyrimidines 
de type cyclobutane 1, ou du photoproduit pyrimidine (6-4) pyrimidone 2 et de son isomère de valence 
Dewar 3. 
 
De façon générale, les UVB ont un effet direct sur l’ADN, dû à l’absorption de photons par les 
thymines ou les cytosines menant à la formation de dimères sur les sites bipyrimidiques. La réaction 
de cycloaddition [2π + 2π] entre 2 double liaisons C5=C6 de pyrimidines adjacentes mène à la 
formation de cyclobutanes (CPD), photoproduits majoritaires avec dans l’ordre de prédominance in 
vivo les 5’-TT > 5’TC > 5’-CT > 5’-CC. En revanche, la cycloaddition entre la double liaison C5=C6 et le 
groupement carbonyle en C4 du 3’-nucléoside conduit à la formation de pyrimidine (6-4) pyrimidone 
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(6-4 PP) et de leur isomère de valence Dewar. Cette réaction produit en majorité des photoproduits 
6-4 TC [150]. Les CPD ou les 6-4 PP correspondent à la saturation des bases impliquées et donc à une 
perte d’interaction π (« π stacking ») entre les bases adjacentes d’un même brin, augmentant la 
flexibilité de l’ADN [151]. Cela a pour conséquence de créer une distorsion locale de la double hélice 
qui bloque la progression de la fourche de réplication [152, 153]. Certaines polymérases sont 
cependant capables de passer sans erreur outre ces lésions, comme la polymérase translésionnelle η 
[154]. Cependant, la perte d’aromaticité de la cytosine accélère considérablement la désamination 
de cette base [155] et conduit donc à des transitions C → T ou CC → TT, mutations faisant référence 
à la signature UV [156, 157]. 
Les UVA endommagent l’ADN par des mécanismes directs et indirects. Récemment, il a été 
montré que l’irradiation aux UVA de cellules de la peau conduit majoritairement à la formation de 
dimères de pyrimidines, exclusivement des cyclobutanes 5’TT16, toutefois dans des proportions bien 
moindres qu’avec la même dose d’UVB [159, 160]. Les photons UVA peuvent également être 
absorbés par un photosensibilisateur (Ps) exogène ou endogène (riboflavine, tryptophane, 
porphyrines, psoralène,…) qui endommagent l’ADN selon plusieurs mécanismes [61, 161]. Certains 
Ps comme l’acétophénone forment des CDP TT par transfert d’énergie triplet vers la biomolécule 
[162]. D’autres réactions photochimiques conduisent à la formation d’oxygène singulet ou d’espèces 
réactives de l’oxygène radicalaires (O2°
-, HO°,…) créant des bases oxydées (8-oxoG), des sites 
abasiques et des cassures de chaînes [163, 164]. Comme énoncé précédemment, les EROs peuvent 
également conduire à la peroxydation des lipides dont les intermédiaires sont susceptibles d’altérer 
l’ADN [165].  
Non prises en charge, ces lésions ont des conséquences non négligeables sur la mutagénèse 
et la survie des cellules (détaillé § I.2.2). 
La photosensibilisation est par ailleurs utilisée pour le traitement de certaines tumeurs peu 
profondes, connu sous le nom de thérapie photodynamique (PDT). Un composé pro-photosensible, 
comme l’acide aminolévulinique, est administré au patient [166]. Après sa distribution dans la 
tumeur et sa métabolisation, la zone est irradiée avec la lumière correspondante pour l’excitation du 
Ps qui permet la mort des tissus pathologiques, notamment par des réactions photochimiques de 
type I (produits de réduction de l’oxygène moléculaire, O2°
-, HO°,…) et II (production d’oxygène 
singulet par transfert d’énergie) [167, 168]. 
                                                          
16
 La thymine possède en effet l’état triplet de plus faible énergie parmi les quatre bases [158] 
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2.5. Les Dommages radio-induits 
Les radiations ionisantes correspondent à un rayonnement capable de pénétrer la matière et 
de déposer une énergie suffisante pour ioniser les molécules avec lesquelles il interagit. On distingue 
les rayonnements électromagnétiques, classiquement des photons de hautes énergies comme les 
rayons X ou γ, et les rayonnements particulaires, incluant les particules α et β et les ions lourds. Ces 
différents types de rayonnement sont caractérisés à la fois par leur énergie (en électronvolts, eV) et 
par la valeur du transfert d’énergie linéique qui correspond à la quantité d’énergie déposée par unité 
de distance (TEL, en eV/µm) [169]. Les rayonnements ionisants peuvent avoir un effet direct sur 
l’ADN par ionisation du biopolymère. Le plus souvent, l’effet de ces rayonnement est indirect, dû à 
l’omniprésence du solvant. Ainsi, la radiolyse de l’eau conduit à la formation locale d’espèces 
réactives comme des radicaux hydroxyles HO°, des radicaux proton H° des électrons solvatés e-aq. Les 
lésions résultantes incluent des cassures simple et double brin, des oxydations ou réductions de 
bases (8-oxoG, Tg, 5-FoU, DHT,…), des sucres modifiés, des pontages et des sites AP (cf. § I.2, [59, 
170, 171]).  
Notons que dans le cas des radiations à haut TEL (particules α ou ions lourds opposés aux 
rayonnements de faible TEL, tels les rayons X ou γ), l’augmentation de l’effet direct et de la 
production d’intermédiaires réactifs due à l’accroissement de la dose déposée multiplie la probabilité 
de former au moins 2 dommages très proches dans le double brin. Ces lésions multiples sont 
nommées lésions « clustered »17 et potentialisent les effets néfastes de ces dommages, par rapport à 
leur présence seule dans l’ADN [172, 173]. Parmi ces lésions, on retrouve évidemment les cassures 
double brin mais aussi des modifications de bases et sites AP situés dans 1 à 2 tours d’hélice. La 
réparation de ces dernières lésions est retardée et génèrent des cassures double brin additionnelles 
[174, 175]. En outre, il est avéré que plus le TEL est élevé, plus le rayonnement génère des 
dommages complexes, mal réparés et souvent associés à l’efficacité biologique relative18 élevée de 
ces radiations [175].  
Des molécules sont aujourd’hui connues pour favoriser le même type de dommages que les 
radiations ionisantes et sont qualifiées de « radiomimétiques ». C’est le cas par exemple de la 
bléomycine et de ses analogues ou des ènediynes utilisés comme agents antinéoplasiques [176, 177]. 
Ces composés se fixent à l’ADN avec une grande spécificité, et abstraient directement ou par le biais 
                                                          
17
 « groupées » 
18
 L’efficacité biologique relative permet de comparer l’efficacité d’un rayonnement pour produire un effet 
biologique (i.e. 10 % de survie cellulaire) par rapport à une référence (rayon X). Il correspond au rapport des 
doses absorbées de rayonnement de référence sur le rayonnement comparé pour produire un même effet 
biologique donné.  
2   Les lésions de l’ADN  
 37 
de radicaux oxygénés (HO°) le proton C4 du désoxyribose de façon sélective. En conséquence, le 
sucre se fragmente générant des cassures de brin, à l’instar des radiations ionisantes [178]. 
 
2.6. Les Mésappariements 
Les mésappariements (ou « mismatches » en anglais) peuvent également être considérés 
comme des dommages de l’ADN, bien qu’ils ne correspondent pas à des modifications chimiques des 
nucléotides. Ils résultent la plupart du temps de l’incorporation d’un mauvais dNTP par une ADN 
polymérase lors de la réplication ou de la réparation. Ces erreurs d’insertion peuvent avoir plusieurs 
causes et dépendent de nombreux facteurs cellulaires. Si elles ne sont réparées, ces erreurs seront 
répliquées et persisteront dans les générations cellulaires suivantes. 
Ainsi, le pool de précurseurs nucléotidiques d’ADN peut être modifié de façon à induire 
l’incorporation de nucléotides triphosphates anormaux lors de la duplication de l’ADN. Par exemple, 
un stress oxydant important peut contribuer à l’induction de mutations dans les cellules par la 
formation et l’incorporation de 8-hydroxy-2′-désoxyguanosine-5′-triphosphate dont les propriétés 
mutagènes ont été détaillées précédemment [179]. Egalement, l’inhibition de la thymidylate 
synthase responsable de la conversion du dUTP en TTP par la 5-fluorouracile ou 5-
fluorodésoxyuridine induit une augmentation du ratio [dUTP]/[TTP], responsable de l’accumulation 
de paires de bases U :A [180]. Bien que non mutagène dans ce contexte, il a été montré que cette 
accumulation est cytotoxique [180, 181].  
Les mésappariements peuvent aussi être induits par la présence d’un dommage non 
bloquant sur le brin parent qui « trompe » la polymérase en modifiant les propriétés d’appariement 
de la base mais qui peut également induire des erreurs de synthèse au niveau des nucléotides 
adjacents [37]. Plusieurs exemples de lésions mutagènes ont été mentionnés dans les paragraphes 
précédents : l’O6MeG est reconnue comme une adénine et guide l’incorporation d’une thymine ; la 
8-oxoG s’apparie préférentiellement à une adénine par des liaisons de type Hoogsteen, de même 
que l’uracile et la thymine produites par désamination hydrolytique de la cytosine et de la 5-MeC 
respectivement [31, 39, 90].  
Dans tous les cas, la fidélité des polymérases, étroitement liée à leurs caractéristiques 
structurales, est un facteur important qui guide le taux d’erreurs des enzymes en fonction du 
contexte de synthèse d’ADN [182, 183]. Avant la division de chaque cellule de mammifère, les 
processus de réplication doivent dupliquer six milliards de bases. Les ADN polymérases réplicatives, 
bien que qualifiées de hautement fidèles, ne sont pas infaillibles et peuvent faire des erreurs lors de 
la polymérisation. Afin de limiter ces phénomènes mutagènes, la plupart de ces polymérases (ADN 
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polymérases δ et ε) sont dotées d’une activité de relecture (« proofreading »). Lorsqu’une erreur est 
commise dans le site actif de l’enzyme, une activité enzymatique 3’ 5’ exonucléase leur permet 
d’hydrolyser le dernier résidu afin de reprendre la polymérisation. Ce processus permet d’augmenter 
la fidélité de la réplication d’un facteur 100 par rapport à une polymérase dépourvue de cette 
activité de relecture [184]. D’autres ADN polymérases, qualifiées de translésionnelles, assurent un 
mécanisme de tolérance des lésions lors de la réplication permettant de maintenir les fourches de 
réplication au niveau de lésions bloquantes. Contrairement aux polymérases réplicatives, dont 
l’étroitesse du site actif assure une spécificité maximale - mais une incapacité à accepter des bases 
modifiées comme « template » - les polymérases translésionnelles possèdent un site actif plus large 
et relâché leur permettant d’inclure l’ADN lésé et d’incorporer la base complémentaire avec une 
précision raisonnable. De plus ces enzymes ne possèdent pas d’activité exonucléasique. Chez 
l’homme, on recense cinq ADN polymérases impliquées dans la synthèse translésionnelle : pol η, ι, κ, 
et Rev-1 appartenant à la famille Y et pol ξ des polymérases B. De ce fait, ces enzymes sont dites peu 
fidèles, mais il faudrait plutôt voir ces polymérases comme des enzymes spécifiques d’un type de 
lésions. Leur fidélité dépend donc de la séquence sur laquelle elles sont recrutées. A titre d’exemple, 
pol η est capable de synthétiser la séquence complémentaire au niveau des dimères de pyrimidines 
CPD avec un taux d’erreur très faible [154, 185, 186]. De nombreuses expériences in vitro ont 
décortiqué la spécificité de ces différentes polymérases face à des lésions hétéroclites (lésions UV, 8-
oxoguanines, sites abasiques, pontages intra-brin,…) [154, 187-192]. In vivo, il est important pour le 
maintien de l’intégrité chromosomique que les différentes polymérases réplicatives et 
translésionnelles soient recrutées au bon endroit, au bon moment, et dans un bon enchainement 
pour faire face aux milliers de lésions générées chaque jour dans les cellules [193, 194]. 
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3. Conséquences biologiques des dommages de l’ADN et réponses 
cellulaires associées 
Etant donnée la grande diversité des lésions listées dans le chapitre précédemment, les 
conséquences biologiques de ces dommages seront tout aussi diverses, dépendant du contexte dans 
lequel elles apparaissent (phase du cycle cellulaire et type cellulaire entre autres). Ainsi, les lésions 
de l’ADN ont généralement des conséquences dramatiques à court et à long terme. Les effets aigus 
résultent de la perturbation des processus qui engagent la biomolécule, telles que la réplication, la 
transcription, la réparation de l’ADN ou la ségrégation chromosomique qui peuvent déclencher 
l’arrêt du cycle cellulaire ou l’apoptose. Les effets à long terme découlent de l’apparition de 
mutations irréversibles induisant la perte ou l’altération de la fonction de gènes intimement liées au 
vieillissement, à de nombreuses maladies dégénératives ou auto-immunes ou aux cancers (cf. § I.5.7 
et I.5.8).  
En fonction du type et du taux de dommages ainsi que de la phase du cycle cellulaire (cf. 
Encart 1), la cellule tentera d’apporter la réaction adéquate pour le maintien de son intégrité et de 
l’être qu’elle compose. Plusieurs réponses peuvent être déclenchées suite à l’altération de la 
structure chimique de l’ADN : 
 
 La réparation du dommage en fonction de la nature de ce dernier. Les différents 
mécanismes de réparation seront détaillés dans le chapitre 4.  
 La tolérance du dommage : dans le cas d’une lésion bloquant la synthèse d’ADN par les 
polymérases réplicatives, ces dernières peuvent être remplacées par des polymérases 
translésionnelles, plus ou moins spécialisées dans l’incorporation de dNTP adéquats en face 
de la séquence endommagée (cf. § I.2.6). Dans ce cas, le dommage initial n’est pas réparé 
[195]. 
 L’activation des points de contrôle (« checkpoints ») du cycle cellulaire : les points de 
contrôle du cycle cellulaire sont des voies de régulation qui régissent l'ordre et la durée des 
transitions du cycle cellulaire afin d'assurer l'achèvement d'un événement cellulaire avant 
le début d'un autre. Différents points de contrôle de l’état de la cellule avant la phase S 
(G1/S), au cours de la phase S et avant la mitose (G2/M), permettent de retarder ou de 
stopper la progression du cycle pour permettre la réparation des dommages avant qu’ils ne 
soient convertis en mutations permanentes [196].  
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 Le remodelage de la chromatine : la détection des lésions et leur réparation ont lieu 
dans le contexte chromatinien. La réorganisation de cette structure est souvent 
indispensable pour permettre l’accès des protéines à la zone altérée et permettre la 
signalisation du dommage. La modification des histones, et la régulation de la compaction 
des nucléosomes sont nécessaires pour cette signalisation [197-199].  
 La mort cellulaire : le plus souvent, dans le cas où les dommages sont trop nombreux ou 
toxiques pour la cellule, l’activation d’une voie de signalisation spécifique permet de 
programmer la mort de la cellule par apoptose [200]. L’apoptose est donc un processus de 
mort cellulaire, régulé par une machinerie intrinsèque de la cellule qui reflète sa décision 
de mourir en réponse à un stimulus (dommages à l’ADN). La nécrose ou l’autophagie 
peuvent également être déclenchées à la suite de dommages [201, 202]. Plusieurs 
paramètres tels que le type et l’intensité du stimulus, le type cellulaire et l’environnement 
physiologique de la cellule déterminent quel processus de mort est entrepris [203]. 
 
L’ensemble des processus mentionnés ci-dessus résulte de la détection du dommage et de la 
transduction du signal généré à la suite de l’altération de l’ADN. La biochimie de ces évènements, 
regroupés sous le terme « réponse aux dommages de l’ADN » (« DNA Damage Response », DDR) est 
extrêmement complexe et finement régulée [204]. De façon simplifiée, le dommage est d’abord 
détecté par des protéines « senseurs », puis le signal relayé à des protéines « transductrices » qui 
vont elles-mêmes activer des protéines « effectrices » responsables de l’arrêt du cycle cellulaire, de 
la régulation de la réparation et de la transcription de l’ADN, de l’apoptose, en fonction de l’état du 
génome. A titre d’exemple, lorsqu’une cassure de brin est générée, ou qu’une fourche de réplication 
est avortée, le complexe MRN (Mre11/Rad50/Nbs1) ou 9-1-1 (Rad9-Rad1-Hus1) sont recrutés 
respectivement au site d’ADN endommagé et mobilisent à leur tour les protéines ATM (Ataxia 
Telangiectasia Mutated) ou ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad-3-related), chefs d’orchestre de la 
DDR [205-207]. Plus de 700 protéines ont étaient identifiées comme substrats de ces deux 
sérine/thréonine kinases. Parmi elles, on retrouve des enzymes impliquées dans la réplication, des 
polymérases translésionnelles, des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN et dans le 
remodelage de la chromatine, des suppresseurs de tumeurs et de nombreux facteurs de 
transcription [208]. Il s’ensuit une cascade de phosphorylation qui permet l’arrêt du cycle cellulaire 
notamment via l’activation des Checkpoint kinases (Chk) 1 et 2 et l’inhibition des « Cyclin dependant 
kinases » (Cdk), et la réparation du site endommagé [196, 209]. Si cette dernière est inefficace, 
l’activation du suppresseur de tumeur p53 permet, in fine, l’entrée en sénescence de la cellule ou, 
dans le cas fatal, à son apoptose [210, 211].  
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En résumé l’ensemble des processus antérieurs (réplication, transcription) ou consécutifs 
(réparation, arrêt du cycle cellulaire, apoptose, …) à l’agression de la molécule support de l’hérédité 
est hautement régulé et coordonné de façon à limiter les conséquences pathologiques des 
dommages résultants (cancérogénèse, vieillissement naturel, maladies neurodégénératives ou auto-
immunes,…). Après la détection des dommages, ceux-ci peuvent être directement réparés. Dans le 
cas où la cellule nécessite un délai supplémentaire, elle peut activer les points de contrôle qui vont 
permettre de retarder ou de mettre en pause la progression du cycle cellulaire. En parallèle, la 
réponse aux dommages à l'ADN conduit à l'induction de programmes transcriptionnels, permettant 
le renforcement de la réparation de l'ADN, et lorsque le niveau de dommages est trop sévère, à 
l'initiation de l'apoptose [196, 212]. 
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Figure 7: Principaux mécanismes biochimiques impliqués dans la Réponse aux Dommages de l'ADN (DDR).  
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Le cycle de division cellulaire, ou cycle cellulaire, 
est un processus vital par lequel une bactérie se multiplie, 
un zygote se développe en organisme, mais aussi par lequel 
les cellules sanguines ou des organes se renouvellent. Chez 
les procaryotes le cycle cellulaire consiste simplement en la 
duplication du matériel génétique et la croissance de la 
cellule qui aboutit à sa division par scissiparité, également 
appelée division binaire. Chez les eucaryotes, le cycle 
cellulaire est plus complexe et, bien que continu, peut être 
divisé en quatre phases discrètes durant lesquelles la 
cellule va croître, dupliquer son matériel génétique et se 
diviser : 
La phase G1 (Gap 1), dite aussi phase de 
croissance : la cellule prépare la phase S ; elle biosynthétise 
les protéines nécessaires ainsi que les organelles, sa taille 
augmente. A la fin de cette étape un point de contrôle 
(G1/S) décide du devenir de la cellule. Cette dernière 
pourra sortir du cycle cellulaire (phase G0) ou bien 
continuer vers l’étape suivante. Dans ce cas, la cellule 
s’assure que tout est prêt pour la synthèse d’ADN et que ce 
dernier n’est pas endommagé. 
La phase S (Synthesis) : l’intégralité de l’ADN 
chromosomique est dupliquée par la machinerie 
réplicative. Chez les mammifères la quantité d’ADN passe 
donc de 2n (2 chromosomes à 1 chromatide) à 4n (2 
chromosomes à 2 chromatides). La cellule peut également 
activer des systèmes de contrôle intermédiaires si l’ADN 
subit des dommages afin de ralentir la progression de la 
synthèse pour lui permettre de les réparer [213]. Notons ici 
que la réplication de l’ADN mitochondrial n’est pas limitée 
à la phase S. La machinerie réplicative particulière des 
mitochondries régule la multiplication de ces organelles en 
fonction des besoins énergétiques de la cellule [214]. 
La phase G2 (Gap 2) : la cellule synthétise et 
assemble les composants nécessaires à la ségrégation des 
chromosomes notamment les microtubules. Un dernier 
point de contrôle (G2/M) assure l’intégrité des 
chromosomes avant que la cellule n’entre en mitose et ne 
se divise.  
La phase M (Mitosis) : étape ultime du cycle 
cellulaire, c’est au cours de celle-ci qu’à lieu la répartition 
des chromosomes (séparation des chromatides de chaque 
chromosome) et des organelles de part et d’autre de la 
cellule pour, finalement, donner naissance à deux cellules 
filles par cytodiérèse. 
La phase G0 : mentionnée précédemment, cette 
phase correspond à un état sénescent ou quiescent (non 
prolifératif) transitoire ou définitif de la cellule au cours de 
laquelle la cellule peut entamer ou poursuivre sa 
différentiation.  
Encart 1 : Le cycle cellulaire 
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4. La réparation de l’ADN 
 La sauvegarde de l’intégrité génomique est essentielle pour la survie des organismes. Afin 
de préserver la biomolécule, les cellules disposent d’un arsenal de dispositifs cellulaires qui 
permettent de prévenir la formation des dommages. La liste suivante, bien que non exhaustive, rend 
compte de la diversité de ces mécanismes chez les eucaryotes. 
 
 Comme évoqué précédemment, l’ADN nucléaire n’est pas « nu », mais compacté en 
association avec un ensemble de protéines sous forme de chromatine. La structure 
chromatinienne fournit une protection physique des bases de l’ADN contre divers agents 
génotoxiques [215-217]. Toutefois, cette structure est dynamisée grâce, entre autres, à un 
ensemble de modifications post-traductionnelles des histones [5]. Ces remaniements 
permettent de réguler le niveau de compaction des nucléosomes afin d’autoriser l’accès 
des protéines indispensables aux processus cellulaires impliquant la biomolécule 
(réplication, transcription, réparation,…) [218, 219]. De plus, certaines protéines sont 
capables de se lier à l’ADN dans le but de protéger sa structure contre une source de 
dommages. Par exemple, il a été montré que la protéine Tau (tubule-associated-unit), 
principalement impliquée dans la modulation de la stabilité des microtubules axonaux, est 
transloquée en masse dans le noyau suite à un choc thermique ou un stress oxydatif. Cette 
protéine se lierait à l’ADN et favoriserait sa protection en induisant un changement 
structural du biopolymère [220]. Ce mécanisme de protection de l’ADN par la fixation de 
petites protéines solubles se retrouve chez les procaryotes [221, 222]. En outre, il a été 
montré que certaines molécules organiques telles que des polyamines (putrescine, 
spermidine,…) protègent la biomolécule contre de multiples sources d’agression [223, 224]. 
 Le stress oxydatif généré par la chaîne respiratoire ou par des sources exogènes a 
conduit les cellules à développer des systèmes anti-oxydants pour contrer les effets 
néfastes des espèces réactives de l’oxygène. Par exemple, plusieurs enzymes telles que la 
catalase ou les superoxyde dismutases sont chargées de décomposer le peroxyde 
d’hydrogène et l’anion superoxyde respectivement [225, 226]. Les cellules biosynthétisent 
ou accumulent par le biais de la nutrition un ensemble de molécules réductrices capables 
de capter les radicaux libres hautement réactifs. C’est le cas par exemple du glutathion ou 
de plusieurs vitamines et provitamines [227, 228].  
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 Egalement, nous avons énoncé précédemment que la modification du pool de 
nucléotides triphosphates, précurseurs de la synthèse d’ADN, est source de dommages 
lorsque ceux-ci sont incorporés par erreurs par une ADN-polymérase. Certaines enzymes 
ont pour substrats ces nucléotides modifiés et les désactivent en hydrolysant la liaison 
phosphodiester. Notons par exemple la dUTPase ou MTH-1 qui dégradent spécifiquement 
la désoxyuridine triphosphate et la 8-oxo-désoxyguanosine triphosphate en nucléotides 
monophosphates [229-231]. 
 L’activité de relecture (3’→ 5’ exonucléasique) des polymérases réplicatives peut 
également être considérée comme un mécanisme de sauvegarde du génome dans le sens 
où elle augmente considérablement la fidélité de la réplication (cf. § I.2.6). 
Les systèmes de protection « amont » de l’ADN listés ci-dessus ne sont pas infaillibles et des 
milliers de dommages menacent chaque jour l’intégrité du génome. Afin de contrecarrer les 
conséquences de ces lésions, le plus souvent délétères pour les cellules, les organismes ont mis en 
place différents systèmes de réparation de l’ADN, qui feront l’objet de la suite de ce chapitre. 
 
 
DNA is, in fact, so precious and so fragile that we now know that the cell as evolved a 
whole variety of repair mechanisms to protect its DNA from assaults by radiation, chemicals 
and other hazards. This is exactly the sort of thing that the process of evolution by natural 
selection would lead us to expect.   
Francis Crick 
 
 
Intrinsèquement, l’évolution, au sens de modification du génome, est paradoxale. Plus le 
taux de mutations est élevé, plus la sélection naturelle opère sur de courtes périodes et donc 
l’évolution est rapide et permet une adaptabilité accrue de l’organisme aux changements 
environnementaux. A l’inverse, plus le taux de mutations est faible, plus l’évolution est lente mais 
garantit une meilleure survie des organismes [232]. La plus évidente façon de modifier le taux de 
mutations est d’altérer les activités de la réplication et de la réparation de l’ADN elles-mêmes. En 
effet, l’évolution des activités enzymatiques, des interactions entre constituants cellulaires et des 
mécanismes de régulation a joué un rôle central dans la création et le remodelage des différents 
systèmes de réparation [233]. L’ensemble des êtres vivants des trois super-règnes (bactéries, archées 
et eucaryotes) ainsi que certains virus sont dotés de différents systèmes enzymatiques plus ou moins 
4   La réparation de l’ADN  
 45 
spécialisés dans la réparation des dommages de leur ADN. La création de nouvelles activités 
enzymatiques a probablement eu lieu selon des processus évolutifs divergents, complexes et lents. 
De façon générale, on note chez la plupart de ces enzymes une spécificité de substrat non exclusive 
qui leur permet de prendre en charge plusieurs dommages. Cette large spécificité de substrats aurait 
permis aux organismes de reconnaître et de réparer de nouveaux types de dommages et pourrait 
fournir une force de sélection à travers l’évolution, en réponse aux changements d’environnement 
intra et extra cellulaire [234]. Cette même caractéristique entretient une certaine redondance entre 
les différentes voies de réparation qui garantit une meilleure stabilité des génomes.  
Chez les mammifères, on dénombre six voies distinctes de la réparation de l’ADN, chacune 
possédant un type de substrat particulier et un mécanisme qui lui est propre (cf. Figure 8) :  
 
 La réparation par réversion directe regroupe quelques enzymes capables de réparer les 
lésions, notamment les adduits alkylés en position 6 de la guanine, sans exciser la portion 
d’ADN endommagée. 
 La réparation par excision de base prend en charge une large variété de « petites 
lésions de l’ADN », à savoir les oxydations, alkylations, désaminations de bases mais 
également les sites abasiques. 
 La réparation par excision de nucléotides reconnait et répare les lésions plus 
volumineuses qui induisent une déformation structurelle conséquente de la double hélice. 
 La réparation des mésappariements répare les lésions du même nom. Ces trois derniers 
points, bien qu’étant caractérisé par des mécanismes de réparation différents et distincts, 
rassemblent néanmoins certaines similitudes mécanistiques : chacun de ces systèmes de 
réparation implique l’excision du dommage (la base, le nucléotide ou un oligonucléotide) 
suivie d’une étape de resynthèse de la partie excisée en utilisant le brin non lésé comme 
matrice.  
 La réparation par recombinaison homologue et la réparation par suture des extrémités 
sont deux voies distinctes remédiant aux cassures double brin et aux pontages inter-brins.  
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Figure 8: Illustration schématique de la diversité des lésions de l'ADN et des systèmes de réparation associés, 
chez les mammifères. 
 
 
4.1. La réparation par réversion directe 
Cette voie de réparation concerne majoritairement, voire exclusivement chez les 
mammifères, les produits d’alkylation (méthylation). Il existe deux mécanismes de déméthylation 
directe de l’ADN, dont les enzymes impliquées sont retrouvées aussi bien chez les procaryotes que 
chez les eucaryotes. Le premier mécanisme (Figure 9a et b) implique le transfert irréversible du 
groupement alkyle vers une cystéine de la protéine de réparation. Chez E. Coli, on retrouve l’enzyme 
Ada, constituée de deux sous-dommaines catalytiques distincts : le domaine N-terminale (N-Ada) de 
l’enzyme catalyse la déméthylation des lésions méthylphosphotriester du squelette de l’ADN et la 
partie C-terminale (C-Ada) réverse les lésions O6MeG et O4MeT [235]. Il a été montré que la 
déméthylation de la lésion méthylphosphotriester, pourtant inoffensive, permet la signalisation de 
l’agression de l’ADN. En effet, une fois méthylée, la protéine N-Ada active la transcription des 
enzymes impliquées dans la réparation des méthylations non physiologiques de l’ADN [236, 237]. 
Ceci constitue une réponse adaptative de la bactérie suite à l’endommagement de l’ADN [238].  
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E. Coli possède une seconde O6-méthylguanine transférase encodée par le gène ogt, 
constitutivement exprimé. L’enzyme fournit donc un moyen de protection permanent de la bactérie 
contre les faibles taux de méthylation alors que le système Ada sert comme senseur de plus forts 
taux de méthylation afin d’invoquer la surexpression des autres protéines de déméthylation 
inductibles [235]. Ce double système procure à l’organisme une défense efficace pour éviter la 
persistance de ces lésions hautement mutagènes. 
Chez l’homme la réversion directe de la lésion O6MeG est conduite par la O6-méthylguanine-
ADN méthyltransférase (MGMT aussi nommée AGT, Figure 9a). Cet homologue de C-Ada reconnait 
également, bien qu’avec une affinité moindre, les produits d’alkylation plus volumineux en position 
O6 de la guanine (groupements chloroéthyle, benzyle,…) ainsi que la O4MeT [236, 239]. Cette 
protéine possède un mécanisme identique aux méthyltransférases bactériennes qui induit la 
désactivation de l’enzyme « suicide », une fois le méthyle déplacé vers la cystéine (C145). Celle-ci est 
finalement dirigée vers le protéasome par la voie ubiquitine-dépendante, afin d’être dégradée [240].  
Une autre famille d’enzymes, les dioxygénases α-cétoglutarate-dépendantes, permet de 
déméthyler les adduits plus stables par désalkylation oxydative (Figure 9c). Ces enzymes catalysent 
l’oxydation à deux électrons du méthyle en hydroxyméthyle en utilisant l’oxygène moléculaire et une 
molécule de cétoacide comme co-substrats, et un ion ferreux comme cofacteur [236]. Il s’en suit la 
décomposition spontanée de l’adduit hydroxylé par déformylation afin de restaurer la base non 
endommagée. La protéine AlkB d'E. Coli ainsi que ses homologues humains ABH2 et ABH3 réparent 
donc préférentiellement la 1-méthyladénine et la 3-méthylcytosine [241-243]  
 
Il existe également des mécanismes de réparation directe des lésions UV conservés chez les 
plantes et les bactéries, bien que la plupart des organismes aient acquis le système de réparation par 
excision de nucléotides pour enlever les adduits volumineux (cf. § I.4.3). Chez ces deux types 
d’organismes on retrouve des enzymes spécialisées, des photolyases, spécifiques des 6-4 PPs ou des 
CPDs (Figure 9d). Ces flavoprotéines catalysent la réversion de la lésion grâce à l’activation du 
cofacteur flavine adénine dinucléotide (FAD) par un photon bleu [235]. La photochimie de ces 
réactions de réparation est notamment détaillée dans les revues de Sancar A. et Essen L. O. [244, 
245]. Bien que des homologues structuraux aient été identifiés chez les mammifères, ceux-ci ne 
présentent pas d’activité de photoréactivation mais sont impliqués dans la régulation du rythme 
circadien [246, 247]. 
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Figure 9: Mécanismes de réparation par réversion directe des bases alkylées et des lésions UV : A) Réparation 
de l’O
6
-MeG (et O
4
-MeT) par transfert irréversible du groupement méthyle vers une cystéine activée d’une 
méthyltransférase (Ogt ou C-Ada chez la bactérie, MGMT chez les mammifères) ; B) Réparation des lésions 
phosphotriester selon le même mécanisme par l’enzyme N-Ada (bactéries) ; C) Réparation de la N1-MeA (et 
N3-MeC) par désalkylation oxydative catalysée par les dioxygénases AlkB (bactéries), ABH2 et ABH3 
(mammifères) ; D) Réparation des lésions UV CPDs (ou 6-4 PPs) par photoréactivation catalysée par une 
photoproduit lyase PL présente chez les bactéries et les plantes; E) Réparation du spore photoproduit 
catalysée par la spore photoproduit lyase SPL, spécifique des spores bactériennes. 
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De façon intéressante, les adduits CPDs et 6-4 PPs ne sont pas observés dans les spores 
bactériennes [248]. Ces formes dormantes de bactéries sont induites en conditions de stress, comme 
le manque de nutriments, d’humidité ou l’exposition à certains rayonnements. Elles sont 
caractérisées par une déshydratation accrue et la présence en grandes proportions de petites 
protéines solubles acides (« Small Acid Soluble Proteins », SASPs) et d’acide dipicolinique (DPA). Ces 
conditions physiologiques particulières modifient les propriétés photochimiques de l’ADN (246, 247). 
Ainsi, l’irradiation UV (UVB et UVC) promeut la formation d’une lésion particulière, la 5-thyminyl-5,6-
dihydrothymine, aussi surnommée spore photoproduit (SP) [249]. Ce photoproduit particulier 
s’accumule dans la cellule dormante. Au cours des étapes précoces de germination, les SASPs sont 
dégradées permettant la réversion efficace de ces lésions par une métalloenzyme spécifique, la spore 
photoproduit lyase (SPL, Figure 9e), expliquant la résistance accrue des spores aux rayonnements UV 
[250, 251]. La réaction de réparation est médiée par la formation d’un radical SAM (radical 5’-
adénosyle) qui peut abstraire le proton en position 6 de la dihydrothymine initiant la scission le la 
liaison C-C entre les deux bases [235, 252]. 
 
4.2. La réparation par excision de base 
La réparation par excision de base (BER) prend en charge les « petites lésions de l’ADN », à 
savoir les produits d’alkylation, d’oxydation et de désamination des bases. Brièvement, la réparation 
est initiée par une ADN N-glycosylase qui reconnait spécifiquement et excise la base lésée. Le site 
abasique néo-formé est pris en charge par une AP-endonucléase qui incise le lien phosphodiester 
directement en 5’ du site AP. Le fragment désoxyribose est alors excisé et une polymérase réinsère le 
nucléotide manquant. La réparation est finalisée par une ligase qui restaure la continuité du brin. Le 
BER est également capable de réparer les cassures simple brin. Ce système de réparation faisant 
l’objet des travaux décrits dans ce manuscrit, il sera détaillé dans le paragraphe I.5. 
 
4.3. La réparation par excision de nucléotides 
Contrairement au BER, qui possède une collection d’enzymes spécifiques permettant la 
reconnaissance des différentes bases lésées (ADN N-glycosylases), la réparation par excision de 
nucléotides (NER) reconnait la présence de divers dommages à travers la distorsion de l’hélice 
générée par ceux-ci. Ainsi, les lésions réparées par le NER incluent les lésions UV tels que les CPDs ou 
les 6-4 PPs, les adduits volumineux formés avec le BPDE, des agents chimiothérapeutiques (e.g. cis-
platine) ou d’autres composés chimiques mais également les cyclopurines. Les mécanismes 
moléculaires du NER sont désormais bien connus et sont détaillés dans diverses revues [253-255]; le 
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NER implique le recrutement d’un complexe multiprotéique dont l’ensemble des partenaires 
recrutés (plus de 25) agit de concert pour mener à la réparation du dommage. On peut néanmoins 
distinguer plusieurs étapes séquentielles schématisées en Figure 10 : la reconnaissance de la lésion, 
l’ouverture de l’hélice autour de la lésion formant une « bulle d’ADN » dénaturé, l’incision d’un 
oligonucléotide contenant le dommage, la resynthèse de la portion excisée et enfin, la ligation de 
façon à restaurer la continuité du brin. De plus, on peut différencier deux sous-voies du NER en 
fonction du contexte de la réparation : la réparation global du génome (« Global Genome Repair », 
GGR) et la réparation couplée à la transcription (« Trancription Coupled Repair », TCR). La différence 
principale entre ces deux systèmes réside dans la reconnaissance de la lésion. 
Dans le cas du GGR, la signalisation du dommage se fait via la fixation du complexe XPC-
HR23B stabilisé par la centrine 2 (Cen2) [256]. Comme énoncé précédemment cette reconnaissance 
du dommage a lieu via la distorsion du double brin d’ADN générée par la lésion. Cependant, les 
lésions reconnues par le NER n’ont pas les mêmes conséquences sur la structure de la biomolécule. 
En contraste, les 6-4 PP, génèrent une réelle inflexion de l’ADN tandis que les dimères de types CDP 
n’induisent qu’une distorsion modeste [257]. Dans ce cas, d’autres protéines peuvent aider à la 
reconnaissance de la lésion. C’est par exemple le cas du complexe de liaison aux dommages de 
l’ADN, « DNA Damage-Binding » composés de DDB1 et DDB2 (ou XPE), possédant une grande affinité 
pour ces dommages. Il est proposé que la fixation de DDB induise une déformation de l’ADN 
supplémentaire permettant une meilleure reconnaissance du site lésé par XPC [258, 259]. 
La liaison de l’hétérotrimère XPC-HR23B-Cen2 est suivie du recrutement de plusieurs autres 
protéines (XPA, XPG, RPA et le facteur de transcription TFIIH). XPA et RPA facilitent la reconnaissance 
du dommage par les autres protéines tandis que les sous-unités XPB et XPD de TFIIH déroulent l’ADN 
autour de la lésion [260]. Il s’en suit la fixation du complexe ERCC1-XPF pour achever l’assemblage du 
complexe du NER. Les endonucléases ERCC1-XPF et XPG peuvent alors couper le brin d’ADN 
endommagé, respectivement en 5’ et 3’ de la lésion. Cette double incision génère un oligonucléotide 
de 27-30 monomères [261, 262]. La partie excisée est finalement resynthétisée par la machinerie 
réplicative composée des ADN polymérases δ ou ε aidées par les protéines accessoires PCNA, RPA et 
RFC [263, 264]. Finalement la réparation est parachevée par la ligase I qui rétablie la continuité du 
polymère [265].  
 
De nombreuses lésions, notamment celles réparées par le NER, entravent l’activité de 
transcription de l’ARN polymérase II. L’arrêt de la machinerie transcriptionelle constitue un second 
moyen de signaler la présence d’un dommage indépendant du recrutement de XPC sur celui-ci. Cela 
explique que la réparation de certaines lésions soit plus efficace sur le brin transcrit que sur le brin 
codant [266-268]. Ainsi, la réparation couplée à la transcription (TCR) est un système important afin 
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d’assurer la réparation efficace des lésions dans les régions actives du génome. Suite à l’arrêt de la 
polymérase sur le site bloquant, le recrutement d’un large complexe multi-protéique va opérer 
impliquant notamment les protéines CSA, CSB, XAB2 et certains facteurs du GGR tels que XPD, XPB et 
XPG [269]. Ce large complexe induirait le retrait de l’ARN polymérase, alors hyperphosphorylée [254, 
270]. Cela permettrait la mobilisation des autres protéines du NER afin de mener l’excision de la 
lésion et la restauration de l’intégrité génomique selon un mécanisme similaire au GGR [255].  
Depuis le début des années 2000 émerge un nouveau concept postulant que le BER peut 
également être couplé à la transcription (TC-BER) [271-273]. Ceci concernerait la réparation des 
lésions oxydatives telles que la 8-oxoguanine ou le glycol de thymine. Il a été montré que ces lésions 
oxydatives sont mieux réparées dans le brin transcrit que dans le brin non transcrit [274, 275]. De 
plus, une mutation des gènes csa ou csb entraîne une diminution de la réparation de ces dommages 
dans le contexte transcriptionnel sans affecter leur réparation par le BER dans le reste du génome 
[271, 276]. Il est donc légitime de faire l’hypothèse que ces lésions, lorsqu’elles bloquent la 
transcription, sont réparées par le TCR. Toutefois, il n’est pas encore défini si l’excision du dommage 
se fait par le recrutement des protéines du BER ou du NER, suite à la détection de celui-ci, entre 
autres par les protéines CSA et CSB. 
 
Maladies associées aux déficiences du NER 
Trois maladies génétiques rares autosomiques et récessives sont associées à un défaut du 
NER : Xeroderma Pigmentosum (XP), le syndrome de Cockayne (CS) et la Trichothiodystrophie (TTD). 
Ces maladies sont caractérisées par des phénotypes pléiotropes19 dépendant du gène touché et de la 
mutation elle-même. Cependant, tous les patients possèdent une sensibilité au soleil augmentée, 
plus ou moins sévère.  
Xeroderma Pigmentosum est une maladie héréditaire caractérisée par une atrophie et des 
anomalies de pigmentation de la peau associées à des symptômes neurologiques dans 20 % des cas 
causés par une apoptose massive des neurones [277-279]. Surtout, on observe chez les individus XP 
une augmentation de l’incidence des cancers de la peau d’un facteur 1000 chez les moins de 20 ans 
ainsi qu’une propension au développement de cancers internes (poumons, tractus gastro-
intestinal,…) [254, 280]. Sept groupes de complémentation génétique ont été établis (désignés de 
XPA à XPG) et impliquent la perte de fonction de l’enzyme du NER correspondante (XPA à XPG). Dans 
ce cas, le système de réparation du génome global (GGR) devient dysfonctionnel impliquant à la fois 
                                                          
19
 Un phénotype est qualifié de pléiotrope si celui-ci rassemble un ensemble de caractéristiques différentes 
résultant pourtant de l’expression ou de l’inactivation d’un seul gène (gène pléiotropique). 
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l’hypersensibilité au rayonnement UV et le développement de cancers récurants dû à la mutagénicité 
des lésions non réparées. Une huitième forme de XP (XPV) n’est pas associée à une déficience du 
NER mais à la perte de fonctionnalité du gène codant pour la polymérase translésionnelle spécifique 
des lésions UV, l’ADN pol η (mentionnée précédemment) [281, 282].  
Le syndrome de Cockayne est diagnostiqué par l’observation d’un retard de croissance dès 
l’enfance, des troubles neurologiques progressifs associés à un retard mental, une photosensibilité 
cutanée ainsi que divers désordres physiques et sensoriels (surdité progressive, anomalie dentaire, 
troubles ophtalmologiques…)[283]. 90 % des patients présentent une mutation des gènes csa ou csb 
[279]. Ainsi,  le génotype des patients CS corrèle avec une réparation défectueuse des lésions 
couplée à la transcription (TCR) [268, 271]. Ces observations sont en adéquation avec les symptômes 
neurologiques observés : en effet, les neurones peuvent être affectés par la diminution de la 
réparation des lésions, générées dans un environnement fortement oxydant, par le TCR (TC-NER ou 
TC-BER). D’autres cas plus sévères, pouvant être associés à la maladie XP (XP/CS), présentent les 
gènes xpb, xpd ou xpg mutés [279]. Toutefois, il semble probable que les cellules de patients CS 
exhibent également des désordres transcriptionnels expliquant que tous les individus XP ne 
présentent pas de CS [272, 284] et que l’activité transcriptionelle dans les cellules CSB est réduite 
[285]. 
La Trichothiodystrophie est caractérisée par des cheveux cassants dus à une déficience en 
protéines riches en soufre, une ichtyose (dystrophie cutanée) et une photosensibilité modérée [272]. 
La TTD est causée par des mutations dans les sous-unités de TFIIH et trois groupes de 
complémentation ont été identifiés : TTD-A (qui stimule l’activité ATPase de XPB), XPB et XPD [286-
288]. Ainsi, le dysfonctionnement des facteurs XPB ou XPB, permettant l’ouverture de la double 
hélice, induit une perturbation à la fois de la transcription et de la réparation [289]. 
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Figure 10: Mécanismes biochimiques de la voie de réparation par excision de nucléotides (NER): réparation 
globale du génome (GGR) et réparation couplée à la transcription (TCR). 
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4.4. La réparation des mésappariements 
La fidélité de la réplication est le facteur prédominant de la préservation de l’intégrité 
génomique. Outre l’activité de relecture des polymérases réplicatives leur permettant de corriger 
d’éventuelles erreurs, la réparation des mésappariements (« Mismatch Repair », MMR) est un 
mécanisme critique pour éviter l’altération du génome (Figure 11). Ce système de réparation, 
conservé des procaryotes aux mammifères, reconnait à la fois les mésappariements ponctuels mais 
aussi les insertions/délétions (IDs) de quelques nucléotides, le plus souvent générées par un 
glissement de la polymérase sur le brin parent. Notons également que les mésappariements peuvent 
résulter d’altérations chimiques des bases : pour exemple, la désamination de la 5-méthylcytosine 
dans un double brin d’ADN conduit au mésappariement T : G reconnu par le MMR [290].  
La première étape de la réparation, comme pour tous les mécanismes de réparation est la 
reconnaissance du dommage. Chez les mammifères, les mésappariements ponctuels ou les IDs de 
quelques nucléotides sont détectés par l’hétérodimère MSH2/MSH6 nommé aussi MutSα 
(homologue de la protéine bactérienne MutS formant un homodimère) [291]. Les IDs plus larges, 
formant des boucles d’ADN simple brin plus grandes, sont reconnues par le complexe MSH2/MSH3, 
ou MutSβ [292]. MutSα ou β recrute l’hétérodimère MLH1/PMS2 ou MutLα (PMS2 pouvant être 
remplacé par d’autres homologues MLH2 ou MLH3 dans de plus rares cas). L’activité 
endonucléasique de PMS2 peut alors générer des incisions autour du mésappariement, de façon 
spécifique sur le brin néo-synthétisé grâce à son orientation fixée par le complexe MutSα. 
Suite à cette reconnaissance, il s’ensuit l’excision d’un fragment d’ADN pouvant atteindre 
plusieurs centaines de monomères incluant la base mal-appariée. Un des mécanismes clé de cette 
voie de réparation est de pouvoir différencier le brin d’ADN lésé de la séquence correcte une fois le 
mésappariement reconnu, étant donné que la lésion n’est pas une modification chimique de l’ADN. 
Chez E.Coli cette distinction se fait grâce à l’asymétrie du duplexe, seul le brin parent étant méthylé 
transitoirement durant la réplication (on parle d’hémi-méthylation) [293]. La discrimination des deux 
brins chez la plupart des procaryotes et chez les eucaryotes est plus confuse. Toutefois, il semble que 
ce soit la discontinuité du brin endommagé (brin fils lors de la réplication) qui permettent sa 
discrimination du brin correct (parental). Le mécanisme exact, bien que mal connu, semble impliquer 
des protéines de la machinerie réplicative tel que PCNA et/ou RCF nécessaires à la resynthèse du 
brin, mais aussi aux étapes précoces de la réparation [294-297]. PCNA est composé de trois sous-
unités formant un anneau. Cette structure lui permet d’encercler l’ADN selon une orientation bien 
précise qui guiderait l’excision par l’exonucléase I (ExoI) par le biais du complexe MutS(α ou 
β)/MutLα. MutSα augmente la processivité d’ExoI tandis que la polymérisation de RPA sur le simple 
4   La réparation de l’ADN  
 55 
brin (non excisé) inhibe l’activité nucléasique de l’enzyme ; ces deux phénomènes antagonistes 
permettent la terminaison de l’excision une fois le mésappariement enlevé [298, 299]. 
Finalement, la polymérase δ permet la resynthèse du brin toujours régulée par la présence 
de PCNA/RFC et RPA. La ligase I catalyse l’étape ultime de formation du lien phosphodiester entre les 
deux parties du brin d’ADN réparé [300]. 
 
Pathologies associées à une déficience du MMR 
 
Le MMR permet d’augmenter la fidélité de la réplication de plusieurs ordres de grandeur 
[301, 302]. Ainsi, une défaillance d’un des acteurs majeurs de ce système de réparation induit 
inexorablement une augmentation des mutations génomiques.  
Chaque année, un demi-million de nouveaux cas de cancer du colon sont diagnostiqués. 
Parmi eux, 3-4 % sont des syndromes familiaux de cancers héréditaires non polyposiques 
(« Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer », HNPCC) [303]. Ce syndrome autosomale dominant 
est caractérisé par une augmentation des risques de cancers colorectaux et d’autres cancers, 
associés à une déficience du MMR. Une des particularités typiques des cas de HNPCC est une 
instabilité génétique particulièrement élevée au niveau des microsatellites (« Microsatellite 
Instability », MSI) [304]. Les microsatellites sont des portions de génome composées de répétitions 
de séquences de quelques nucléotides et sont donc particulièrement sujets à des erreurs de 
réplication par glissement de la polymérase [305]. Nous avons mentionné précédemment que les 
insertions/délétions résultantes sont réparées par le MMR. Ainsi, la grande majorité des HNPCC 
proviennent d’une inactivation des protéines MLH1, MSH2 ou MSH6, bien que d’autres acteurs du 
MMR puissent être impliqués dans des cas de cancers plus atypiques.  
 
Il a également été démontré que le MMR peut avoir un rôle dans la réponse aux thérapies 
anticancéreuses, notamment par des agents alkylants. En effet, le MMR reconnait en plus des 
mésappariements entre bases « normales » certains mésappariements avec une base lésée. C’est par 
exemple le cas pour la thymine appariée à une O6-méthylguanine présente dans le brin parental 
[306]. Lorsque cette paire de base est reconnue par MutSα, la réparation va conduire à l’excision de 
la thymidine qui sera remplacée par le même dNTP au vu des propriétés d’appariement de l’O6-MeG. 
Ce cycle de réparation futile conduit à la formation d’incisions répétées dans l’ADN dupliqué 
conduisant finalement à des cassures double brin induisant la mort des cellules [307]. Cet effet 
recherché en cancérothérapie est inhibé lorsque le MMR est inactivé dans les cellules tumorales 
[308-310]. Ces tumeurs sont donc résistantes à certains agents alkylants génotoxiques et acquièrent 
un phénotype mutateur, augmentant leur malignité [310, 311].  
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Figure 11: Mécanismes biochimiques de la voie de réparation des mésappariements (MMR). 
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4.5. La réparation des cassures double brin  
Les cassures double brin (CDBs) peuvent survenir suite à divers évènements ; il est avéré que 
les radiations ionisantes (rayons X ou γ) génèrent efficacement ce type de dommages (cf § I.2.5). 
Egalement, les espèces réactives de l’oxygène peuvent altérer l’ADN dans des zones adjacentes 
résultant en des CDBs. Aussi, certaines enzymes nucléaires telles que les topoisomérases peuvent 
induire ce type d’altérations de façon inadvertance [312]. Un autre processus de formation de ces 
lésions se produisant spécifiquement durant la phase S est l’interaction de la fourche de réplication 
avec un dommage (dommage bloquant ou cassure simple brin) ou avec le repairosome, pouvant 
alors convertir les lésions initiales en CDBs [313]. 
Les CDBs sont probablement les dommages subits par la molécule d’ADN les plus délétères 
pour les cellules. En effet, les deux brins, portant chacun l’information génétique de son 
complémentaire, sont endommagés. S’ils ne sont pas, ou mal réparés, l’accumulation de 
réarrangements génétiques et la perte d’information promeut la tumorogénèse ou l’apoptose [314, 
315]. A la suite de la formation d’une CDB, celle-ci est précocement détectée par le complexe 
Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN, retrouvé chez les mammifères) qui interagit avec les extrémités 
endommagées du double brin. Le complexe MRN permet à la fois de maintenir les deux extrémités 
de la cassure spatialement proches et d’activer les kinases ATM/ATR responsables de la signalisation 
du dommage via l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire, le recrutement des systèmes 
de réparation,… (cf, § I.3) [316]. Les mammifères sont pourvus de deux systèmes de réparation des 
CDBs distincts : la réparation par recombinaison homologue («Homologous Recombination », HR) et 
la réparation non homologue par suture des extrémités (« Non-Homologous End Joining », NHEJ). Le 
premier utilise une séquence homologue pour restaurer fidèlement la séquence endommagée, le 
second, plus sujet aux erreurs de réparation, régule la ligation directe au niveau de la cassure.  
 
4.5.a. La réparation par recombinaison homologue  
La recombinaison homologue (Figure 12) est initiée par la résection des extrémités 5’ 
impliquant le complexe MRN et d’autres nucléases (e.g. Mre1, Exo1) [317, 318]. Les extrémités 3’, 
sont alors liées par de nombreuses unités RPA qui protègent le simple brin. RPA est subséquemment 
remplacé par Rad51, recruté par la protéine BRCA2. Rad51 forme un nucléofilament avec l’ADN et 
dirige l’invasion d’un duplexe homologue (le plus souvent la chromatide sœur lors de la réplication) 
par les extrémités simple brin. BRCA2 stimule l’activité recombinase de Rad51, nécessaire à l‘échange 
de brin [319, 320]. Le brin envahi sert alors de matrice pour la synthèse de la séquence perdue. 
L’issue de la réparation est alors régie par un arsenal protéique qui permet de séparer les deux 
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double hélices et dépend de la résolution de cette structure. Lors de ce processus, des transferts 
d’informations d’une hélice à l’autre peuvent avoir lieu par conversions de gènes ou par 
enjambements (« crossing-over ») [317, 321]. 
4.5.b. La réparation par suture des extrémités 
A l’inverse de la réparation par recombinaison homologue, les extrémités de la cassure ne 
sont pas digérées mais protégées par l’hétérodimère Ku70/Ku80. Le complexe Ku constitue le point 
d’arrimage des autres facteurs du NHEJ (Figure 12). Une élégante revue de Michael R. Lieber détaille 
le rôle de chacune des protéines impliquées dans le NHEJ [313]. Ku permet dans un premier temps le 
recrutement et l’activation de la sous unité catalytique du complexe DNA-PK (DNA-PKcs) [322]. 
L’autophosphorylation de cette sous-unité induit la juxtaposition des deux brins à suturer et un 
réarrangement structural de la chromatine permettant l’accès des extrémités aux nombreux facteurs 
du NHEJ [323]. En effet, la majorité des cassures double brin n’est pas directement substrat pour la 
ligation, nécessitant des extrémités 3’-hydroxyle et 5’-phosphate [321]. La transformation des 
extrémités peut faire intervenir différentes enzymes en fonction de la nature des extrémités : le 
recrutement de la polynucléotide kinase (PNK) permet le transfert du groupement phosphate de 
l’extrémité 3’ à l’extrémité 5’, notamment lorsque les CDBs sont induites par des radiations 
ionisantes. Des nucléases sont requises pour l’élimination des bases endommagées et des 
mésappariements. Des polymérases (pol λ et pol μ) sont mobilisées pour restaurer les fragments 
perdus et éliminer les extrémités flottantes de l’ADN. Une autre enzyme, la nucléase Artemis, en 
association avec DNA-PKcs, joue également un rôle important dans la structuration d’extrémités 
3’OH et 5’phosphate compatibles [324].  
Une fois les extrémités préparées pour la ligation, la ligase IV, associée au cofacteur XRCC4, 
finalise la réparation [325]. Du fait de ce mécanisme, n’utilisant pas de brin matrice pour conduire la 
réparation, le NHEJ est qualifié de mécanisme de réparation peu fidèle induisant des insertions, des 
délétions ou des translocations de séquences.  
Le NHEJ joue également un rôle crucial dans la recombinaison V(D)J, processus de 
réarrangement programmé de l’ADN par lequel la diversité des récepteurs des lymphocytes chez les 
vertébrés est générée (cf. Figure 16 et [326]). Ce procédé permet de produire des millions 
d’anticorps différents à partir de seulement quelques centaines de gènes (les gènes VDJ). De façon 
schématique, le génome des lymphocytes immatures est remodelé au niveau des portions codant 
pour les immunoglobulines par la réassociation de certains segments spécifiques. Ce processus est 
initié par une endonucléase (le complexe RAG-1/RAG-2) qui crée des cassures double brin au niveau 
de séquences spécifiques [327]. Les différents segments V (« variable »), D (« diversity ») et J 
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(« joining ») d’ADN générés peuvent alors être recombinés entre eux de façon aléatoire par le 
système de réparation NHEJ qui crée de nouvelles jonctions entre les segments, tout en conservant 
la stabilité du génome [328].  
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Figure 12: Mécanismes de réparation des cassures double brin d’ADN chez les mammifères (« double strand 
break repair », DSBR) : réparation par recombinaison homologue (« homologous recombination », HR) et 
réparation non homologue par suture des extrémités (« non homologous end-joining », NHEJ). 
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Plusieurs preuves que le HR et le NHEJ agissent à la fois en collaboration et en compétition 
sur la prise en charge des CDBs ont été mises en évidence [316]. Il est aujourd’hui bien établi que le 
NHEJ est le mécanisme de réparation privilégié chez les mammifères. Aussi, le choix de la voie de 
réparation est régulé au cours du cycle cellulaire [329]: le NHEJ est favorisé durant la phase G1, bien 
qu’il soit actif tout au long du cycle; en revanche, le HR est prévalent durant la phase S et G2, ceci se 
justifiant intuitivement par la disponibilité de la chromatide sœur nouvellement synthétisée, 
présentant une séquence homologue de choix pour mener fidèlement la réparation [317].  
 
4.5.c. Syndromes associés à une déficience dans la réponse et la réparation des 
cassures double brin 
De nombreuses pathologies, souvent des syndromes sévères, sont la conséquence d’une 
déficience de la réparation des cassures double brin.  
L’Ataxie-Télangiectasie (A-T), référant aussi au syndrome de Louis-Bar, est une maladie 
héréditaire à transmission autosomique récessive [330]. Comme son nom l’indique, les symptômes 
les plus caractéristiques sont une ataxie et une télangiectasie précoces souvent associées à un 
disfonctionnement du système immunitaire et une prédisposition aux néoplasies. Près de 50 % de la 
population A-T développe des cancers, le plus souvent avant 20 ans [331]. Le traitement de ces 
patients pose problème car ils sont également très radiosensibles [332]. La mutation génétique 
intrinsèque de cette maladie se positionne sur le gène atm. La protéine codée par ce gène, ATM, 
coordonne la réponse cellulaire des cassures double brin. ATM permet la régulation du cycle 
cellulaire et de la réparation des CDBs et est impliqué dans le déclenchement du processus 
apoptotique via p53. L’inactivation de l’activité kinase d’ATM cause donc un désordre de la 
réparation d’ADN par le HR ou le NHEJ, qui, en association avec une synthèse d’ADN non inhibée, est 
responsable de l’instabilité génomique observée dans les cellules de patients A-T. 
L’immunodéficience s’explique par une interaction rompue entre ATM et le processus de 
recombinaison V(D)J encore mal définie.  
Le syndrome de Nimègue (« Nijmejen Breakage Syndrome », NBS) est une maladie 
héréditaire rare dont les personnes touchées sont de petite taille et atteintes de microcéphalie 
(anomalie de croissance de la boîte cranienne). Elles présentent également un retard mental, une 
immunodéficience et une prédisposition au développement de cancers notamment aux lymphomes. 
Les cellules des personnes NBS sont caractérisées par une instabilité génétique aigüe associée à une 
augmentation des cassures chromosomiques suite à une irradiation [333]. L’ensemble des patients 
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présente une mutation sur le gène nbs1 codant pour la nibrine (ou NBS1) [334]. Ce partenaire du 
complexe MRN est impliqué dans la détection des CDBs, mais également dans l’activation des points 
de contrôle du cycle cellulaire indispensable pour garantir la stabilité du génome au cours de la vie 
de la cellule [335, 336].  
D’autres syndromes présentant des symptômes similaires aux personnes A-T ou NBS sont 
associés à une déficience dans la réparation des cassures double brin. Citons comme exemples 
l’ATLD (Ataxia Telangiectasia-Like Disorder) ou le syndrome de Seckel dont le génotype présente une 
mutation au niveau des gènes codant pour les protéines Mre1 (du complexe MRN) et ATR (impliqué 
dans la réponse aux dommages de l’ADN) respectivement [337, 338]. 
 
5. La réparation par excision de base (BER) 
La réparation par excision de base (BER) est probablement le système de réparation le plus 
utilisé et est très bien conservé verticalement, des bactéries aux mammifères, en passant par les 
plantes [339]. De ce fait, nous dédirons essentiellement ce chapitre à la description de la réparation 
par excision de base chez les mammifères. Cette voie enzymatique, mise en évidence il y a une 
quarantaine d’années par Lindahl [340], répare les « petites lésions de l’ADN ». Ces lésions incluent 
les produits d’alkylation (3-méthylpurines, 7-méthylpurines, éthénobases), d’oxydation (8-
oxopurines, FAPypurines, pyrimidines oxydées) et de désamination (hypoxanthine, uracile, thymine 
appariée à une guanine) de bases. Le BER prend également en charge les sites abasiques et les 
cassures simple brin, qui, en plus d’être des dommages de l’ADN, sont retrouvés comme 
intermédiaires dans cette voie de réparation. Le mécanisme biochimique de réparation peut être 
segmenté en différentes étapes durant lesquelles chaque enzyme prend en charge la lésion et laisse 
place à la suivante selon le modèle du « passage du bâton » lors d’un relai (cf. Figure 13 et [341]). Ces 
étapes comprennent la reconnaissance de la base altérée et son excision, l’incision du squelette 
sucre-phosphate, le retrait du fragment apurinique-apyrimidique, la resynthèse par une ADN-
polymérase et finalement la jonction du brin par une ligase. Bien que ce processus ait lieu de façon 
séquentielle, le BER est aujourd’hui considéré comme un système unifié, dans lequel les différents 
partenaires sont recrutés, modifiés, interagissent entre eux et avec les autres processus de 
réparation, de réplication, de transcription [342]. Après avoir détaillé les différentes étapes clés 
énoncées ci-dessus, nous décrirons certaines des enzymes du système BER, notamment glycosylases 
et AP-endonucléases. Par la suite, nous évoquerons le rôle du BER au-delà de la réparation de l’ADN. 
Finalement, nous conclurons sur l’implication duale des protéines du BER dans la cancérogénèse et la 
résistance de certains cancers aux traitements radio-et chimiothérapeutiques.  
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5.1. Biochimie du système BER 
5.1.a. Reconnaissance et excision de la base 
Le BER répare des bases modifiées qui sont très proches structuralement et chimiquement 
des bases normales. Contrairement au NER et au MMR qui sont capables de reconnaître un large 
panel de substrats (lésions déformant la double hélice ou mésappariement déstabilisant) grâce à un 
unique complexe protéique (XPC-XR23B ou Mutα respectivement), le BER utilise un set d’enzymes, 
des ADN N-glycosylases, spécialisées dans la reconnaissance d’un type de dommages. Chez les 
mammifères on dénombre 11 glycosylases (cf. Tableau 1). Chacune d’entre elles reconnait et excise 
spécifiquement une ou plusieurs lésions, avec certaines redondances qui garantissent l’efficacité du 
système de réparation. De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes de 
reconnaissance des lésions par les ADN N-glycosylases, capables de détecter les bases endommagées 
de façon efficace, parmi plusieurs milliards de bases normales. Bien qu'elles possèdent des 
caractéristiques mécanistiques qui leur sont propres, il est admis que ces enzymes « scannent » la 
double hélice et détectent leurs substrats grâce à un résidu protéique inséré dans la double hélice 
agissant comme une tête de lecture [343-345]. En effet, la cohésion du double brin est assurée par 
plusieurs forces : les liaisons hydrogène données par la complémentarité des bases, et l’empilement 
des noyaux aromatiques des bases (« π stacking ») promeuvent la stabilisation du duplexe [346]. 
Lorsqu’une base est alkylée, oxydée, ou désaminée, les propriétés d’appariements de celle-ci sont 
modifiées, ou l’aromaticité est perdue [347]. Cette perturbation locale du duplexe est sondée par la 
glycosylase et la base endommagée est extrudée du double brin pour se retrouver dans la poche 
catalytique de l’enzyme. La base est finalement excisée par hydrolyse de la liaison N-glycosidique, 
générant un site abasique [348]. Il existe deux classes d’ADN glycosylases [349]: les ADN N-
glycosylases monofonctionnelles et bifonctionnelles (Tableau 1). Les premières, incluant AAG ou 
UNG, catalysent uniquement le clivage de la liaison N-C1’ en utilisant une molécule d’eau activée 
comme nucléophile [350]. Les glycosylases bifonctionnelles catalysent non seulement l’excision de la 
base, cette fois-ci via la formation d’une base de Schiff entre le désoxyribose et un résidu lysine de 
l’enzyme, mais aussi la coupure du lien phosphodiester en 3’ (β-élimination pour OGG1 par exemple) 
ou en 3’ et 5’ du dommage (β,δ-élimination pour NEIL1) [351, 352].  
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Glycosylase AP-lyaseSubstrats Références
UNG
SMUG1
TDG
MBD4
OGG1
MYH
NTH1
NEIL1
NEIL2
NEIL3
MPG 
(AAG)
Non
Non
Non
Non
Oui (β)
Non
Oui (β)
Oui (β,δ)
Oui (β,δ)
Oui (β)
Non
U sb, U ds, 5-OHU
U sb, U db, 5-hmU, 
(εC:G)
U:G, T:G , 5-hmU, 
(εC:G), 
U:G, T:G, 
(Tg:G, T:O6MeG)
8-oxoG:C, FAPyG:C, 
(8-oxoA:T FapyA:T)
A:8-oxoG, A:G, 
(2-OHA:G, A:C)
Tg, Ug, DHT, 5-
OHC, (FAPyG),…
Tg, Ug, DHT, DHU, 5-OHC, 5-OHU, 
FapyG, FapyA, (8-oxoG)…
Hx, 3-MeA, 3-MeG, 
εA, (7-MeA, 7-MeG)
352-354
353, 355-358
359-362
367-369
370,371
372,373
379,382
363-636
5-OHC, 5-OHU,  DHT, 
DHU, 
377,378
374,376
Sp, Gh, 5-OHU, 5-OHC, 
FaPyG, FaPyA,…
383,385
 
Tableau 1: Glycosylases humaines et leurs principaux substrats (en gras) ; sb=simple brin, ds=double brin, 
U=uracile, 5-OHU=5-hydroxyuracile, 5-hmu=5-hydroxméthyluracile, εC=éthènocytosine, Tg=glycol de 
thymine, 8-oxoG=8-oxoguanine, FAPyG= 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine, 8-oxoA=8-
oxoadénine, FAPyA=4,6-diamino-5-formamidopyrimidine, 2-OHA=2-hydroxyadénine, Ug=uracile glycol, DHT= 
dihydrothymine, DHU=dihydrouracile, 5-OHC=5-hydroxycytosine, Hx=hypoxanthine, 3-MeA=3-
méthyladénine, 3-MeG=3-méthylguanine, εA=éthènoadénine, 7-MeA=7-méthyladénine, 7-MeG=7-
méthylguanine, Sp=Spiroiminohydantoïne, Gd=guanidinohydantoïne. [353-383] [384-386]  
 
5.1.b. Incision du squelette sucre-phosphate par l’AP-endonucléase 
Lorsque la déglycosylation fait intervenir une enzyme monofonctionnelle, le site abasique 
néo-formé est pris en charge par une AP-endonucléase (APE1) qui incise le lien phosphodiester 
directement en 5’ de celui-ci générant des extrémités 3’-OH et 5’-désoxyribophosphate (dRP) [387, 
388]. APE1 catalyse également cette réaction avec l’aldéhyde polyinsaturé 3’-phosphate (3’-PUA) 
généré par β-élimination suite à l’activité AP-lyase d’une glycosylase bifonctionnelle. Dans le cas où la 
réparation est initiée par une ADN-glycosylase bifonctionnelle telle que NEIL1, la réaction de β,δ-
élimination consécutive à l’excision de la base mène à la formation d’un « trou » d’un nucléotide 
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entouré de deux extrémités phosphorylées. Dans tous les cas, une cassure simple brin est générée 
dans la double hélice. La suite de la réparation va dépendre de la nature chimique des extrémités. 
 
5.1.c. Le nettoyage des extrémités 
Le (re)synthèse d’ADN par une ADN-polymérase utilise l’énergie de l’hydrolyse de 
nucléotides 5’-triphosphate et exige donc une extrémité 3’-hydroxyle pour la polymérisation. La 
ligation nécessite par conséquent une extrémité 5’-phosphate pour former le lien phosphodiester. 
Or, que ce soit lors de l’initiation de la réparation par excision de base ou par la formation de 
cassures simple brin non physiologiques, les extrémités générées sont diverses et ne remplissent pas 
forcément ces conditions. Aussi, une pluralité d’enzymes permet de « nettoyer » les extrémités 
bloquantes et de les préparer pour la synthèse d’ADN (résumé dans le Tableau 2) : 
 Si la coupure de brin est générée par l’action conjointe d’une glycosylase 
monofonctionnelle et de l’AP-endonucléase, le 5’-dRP est excisé grâce à l’activité AP-lyase 
spécifique à la polymérase β que ne possèdent pas les polymérases réplicatives δ ou ε 
[389].  
 La plupart des bases oxydées sont excisées par des glycosylases bifonctionnelles par β-
élimination (NTH1, OGG1). Dans ce cas, des extrémités 5’-phosphate et 3’-PUA sont 
formées. Cette dernière est substrat pour APE1 qui restaure l’extrémité 3’-OH [390].  
 Le cas particulier des glycosylases NEIL1 et NEIL2 engendre des extrémités 3’ et 5’ 
phosphorylées par β,δ-élimination du désoxyribose. L’élimination du phosphate requiert 
l’enzyme polynucléotide kinase (PNK) [391]. Cette enzyme présente une activité duale 3’-
phosphatase et 5’-kinase qui permet donc le retrait du phosphate en 3’, qui n’est pas excisé 
par l’AP-endonucléase [392, 393].  
 Les espèces réactives de l’oxygène sont responsables de la formation de cassures simple 
brin dont les extrémités sont souvent endommagées. [394]. Ces extrémités bloquantes 
incluent communément les 3’-phosphoglycolate, 3’-phosphoglycoaldéhyde, 3’-phosphate 
ou 5’-hydroxyle (cf. § I.2.2 et [395, 396]). Les deux premières peuvent être éliminées par 
APE1 tandis que le groupement phosphate peut être transféré de l’extrémité 3’ à 5’ par la 
PNK [397, 398].  
 Parfois, il arrive que la réaction de ligation soit avortée, résultant en une extrémité 5’-
adénylate liée covalement au groupement phosphate [399]. Dans ce cas, l’aprataxine 
(APTX), une nucléotide hydrolase, catalyse le retrait du groupement adénylate [400].  
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 Des cassures simple brin particulières peuvent être générées lors d’un 
dysfonctionnement de la topoisomérase 1 (Top1, modulant la structure super-enroulée de 
l’ADN). Ainsi,  l’enzyme reste covalement liée à l’ADN. La tyrosyl ADN-phosphodiestérase 
TDP1 catalyse l’hydrolyse du lien phosphodiester entre la chaîne latérale d’une tyrosine de 
Top1 et l’extrémité 3’ de l’ADN [401]. Le trou formé possède une extrémité 3’-phosphate et 
5’-OH. Le groupement phosphate est finalement transféré d’une extrémité à l’autre par 
PNK [392, 402].  
Ainsi, la préparation des extrémités (« end cleaning » ou « gap tailoring » en anglais) 
constitue une étape intermédiaire importante dans la réparation par excision de base et des cassures 
simple brin. Ce processus fait le lien entre l’initiation de la réparation par les activités glycosylase/AP-
endonucléase et sa finalisation par la polymérase/ligase. 
Enzymes/évènement 
créant la coupure
Protéines requise pour la 
préparation des extrémités
Nature de l’extrémité
B B B B B
BB B
A
Glycosylase/
APE1
Glycosylase (β,δ)
CSB
Glycosylase (β) CSB (EROs) Inhibiteur Top1
Top1
Glycosylase/APE1
Glycosylase (β,δ)
CSB
Inhibiteur Top1
Glycosylase/
APE1
Ligation avortée
3’-hydroxyle 3’-phosphate 3’-PUA
3’-
phosphoglycolate
3’-Tyrosinyl-Top1
PNK
(3’-phosphatase)
APE1 APE1 TDP1
5’-phosphate 5’-hydroxyle 5’-désoxyribo-
phosphate
5’-ADP
PNK
(5’-kinase)
Polβ Aprataxine
 
Tableau 2: Préparation des extrémités à la ligation (« gap tailoring ») (adapté de [403]). 
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5.1.d. Synthèse d’ADN et Ligation 
Les étapes décrites précédemment conduisent toutes à un intermédiaire caractérisé par une 
brèche d’un nucléotide dans le brin initialement endommagé bordé de résidus 3’-OH et 5’-
phosphate. De façon prépondérante, l’insertion du nouveau nucléotide est conduite par l’ADN pol β 
complexée à XRCC1 (pour « X-ray repair cross-complementing group 1 protein »). L’ultime étape de 
ligation est assurée par la ligase IIIα (LigIIIα), associée également à la protéine échafaudage XRCC1. 
Cette sous-voie du BER, consistant à ne réintroduire que le nucléotide perdu est appelée voie 
« courte » (« short patch-BER », SP-BER) [404]. 
L’issue de la réparation est différente si l’extrémité 5’ est réfractaire à l’activité AP-lyase de la 
polymérase β, dans le cas où le site AP serait oxydé en 2-désoxyribonolactone par exemple. Devant 
cette extrémité bloquée, la polymérase β introduit le premier nucléotide en 3’ du site AP. Cette 
même polymérase, aidée du facteur PCNA, va introduire entre 6 et 8 nucléotides supplémentaires 
générant ainsi un chevauchement entre le brin néo-synthétisé et l’ancien brin contenant le 
dommage [405]. Toutefois, il a été démontré que cette synthèse additionnelle d’ADN impliquait 
généralement le remplacement de la pol β par les polymérases réplicatives δ/ε assistées par le 
complexe PCNA/RFC [406-408]. Le fragment surplombant le nouveau brin est excisé par une flap 
endonucléase, FEN1, qui restitue une extrémité 5’-phosphate [409, 410]. Finalement, la ligase I liée à 
XRCC1 réalise la ligation [411, 412]. En opposition à la voie courte, cette sous-voie est dénommée 
voie longue du BER (« long patch-BER », LP-BER) [413].  
Le choix de l’une où l’autre des voies du BER est encore mal compris. Toutefois, il semble que 
cela dépende de la glycosylase qui initie la réparation, de la nature des extrémités générées, de la 
concentration en ATP ou encore de la concentration des différents acteurs de la réparation, de la 
phase du cycle cellulaire, etc. [342, 414]. 
 
5.1.e. Réparation par incision de nucléotide 
Au début des années 2000, une autre sous-voie du BER a été mise en évidence. Il s’agit de la 
réparation par incision de nucléotide (« nucléotide incision repair », NIR). Ce mécanisme 
s’affranchissant de l’activité N-glycosylasique, est capable de réparer principalement les lésions 
issues de pyrimidines oxydées (DHT, DHU, 5-OHU,…), mais également les α-désoxynucléotides 
formés sous l’action de rayonnements ionisants [415, 416]. Il fait intervenir directement l’AP-
endonucléase qui incise le lien phosphodiester en 5’ du nucléoside altéré comme elle le ferait sur un 
site abasique. L’extrémité 5’ étant bloquée par la présence du dNMP, la suite de la réparation 
procède via le LP-BER [417].  
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5.1.f. Réparation des cassures simple brin 
Les cassures simple brin sont des intermédiaires physiologiques dans le BER. Cependant, ce 
type de dommage peut être induit par des espèces réactives de l’oxygène, des produits chimiques ou 
des radiations générant toutes sortes de cassures simple brin. Ces dernières nécessitent donc une 
reconnaissance spécifique, indépendante de l’action de glycosylases. PARP1 (Poly(ADP-ribose) 
Polymérase 1) est responsable de la détection rapide de ce type de cassures [403, 418, 419]. D’autres 
membres de la superfamille des PARPs, dont PARP2, peuvent également contribuer à cette 
reconnaissance [420]. PARP1 est composé de 3 sous-domaines : le domaine N-terminal permet sa 
fixation spécifique au niveau des cassures de brin et contient 3 motifs doigt de zinc ; la partie C-
terminale contient le site catalytique ; un troisième domaine central permet l’auto-modification de la 
protéine.  
Une fois PARP1 fixé sur une cassure simple brin, un réarrangement structural de la protéine 
active le domaine catalytique induisant la poly(ADP-ribosylation) de PARP lui-même et d’autres 
protéines (notamment certaines histones). Cette polymérisation branchée utilise le cofacteur 
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) [421]. Le poly(ADP-ribose) (PAR), de plusieurs centaines 
d’unités, forme un échafaudage permettant le recrutement de nombreuses autres protéines 
impliquées dans la réparation (BER), le remodelage de la chromatine ou la régulation du cycle 
cellulaire. Notons le recrutement essentiel de XRCC1 qui permet à son tour l’assemblage du 
complexe de réparation (APE1, PNK, polβ, LigIII,…) [422, 423]. 
Finalement la réparation fait intervenir les protéines adéquates dans la restauration des 
extrémités avant leur ligation.  
La fixation et l’activité de PARP1 sur les cassures de brin est transitoire car l’auto-
modification de PARP induit sa dissociation rapide de l’ADN et le poly(ADP-ribose) est dégradé par la 
poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG) qui restaure la structure originale de PARP et des autres 
protéines [424]. 
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Figure 13: Mécanisme général de la voie de réparation par excision de base (BER) : SP-BER= « short patch » 
BER, LP-BER= « long patch » BER, NIR= « nucleotide incision repair ». 
 
 
5.2. Réparation de l’uracile : des activités spécifiques et redondantes 
La base uracile, normalement spécifique de l’ARN peut être présente dans l’ADN selon deux 
mécanismes :  
 La désamination de la cytosine est une des sources prépondérantes de dommages dans 
l’ADN. Elle peut être spontanée, induite par les radiations ionisantes ou catalysée 
enzymatiquement et conduit donc à la formation de la paire de base U : G (cf. § I.2.1) [27, 
425, 426]. L’uracile dans ce contexte possède une mutagénicité proche de 100 % si elle 
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n’est pas réparée avant la réplication. Il résulte une transition C  T, la plus fréquente 
mutation retrouvée dans l’ADN [427]. 
 Une autre source de présence d’uracile dans l’ADN est l’incorporation de dUMP, via le 
dérivé triphosphate, par la polymérase durant la réplication (mentionné dans le § I.2.6) 
[428]. L’uracile n’est, dans ce cas, pas particulièrement mutagène, étant appariée à une 
adénine. Toutefois, la formation de sites abasiques, intermédiaires réactionnels lors de la 
réparation, s’avère être une source majeure de mutations [429].  
 
La première uracile ADN N-glycosylase (UDG) a été découverte chez E. Coli par Lindahl T. 
alors qu’il recherchait des activités capables de réparer la base particulière à l’ARN dans l’ADN [340]. 
Des protéines homologues sont retrouvées chez la plupart des êtres vivants et chez certains virus 
[430]. Chez les mammifères, on recense aujourd’hui quatre ADN N-glycosylases spécifiques de la 
réparation de ce dommage. On peut ainsi citer les glycosylases prépondérantes que sont UNG 
(« uracil DNA N-glycosylase) et SMUG1 (« single strand selective monofunctional uracil-DNA 
glycosylase 1») et les enzymes spécifiques de certains mésappariements telles que TDG 
(« thymine/uracil mismatch DNA glycosylase ») et MBD4 (« methyl binding domain protein 4 ») (pour 
revue, voir [427]). Il s’avère que les gènes codant pour UNG, SMUG1 et TDG sont tous les trois 
localisés que le chromosome 12 et il semble donc qu’ils aient évolué par duplication et divergence à 
partir d’un même ancêtre commun (430). Le gène MBD4 a été cartographié sur le chromosome 3 et 
n’est apparemment pas relié aux autres uracile ADN glycosylases [431]. Ces quatre glycosylases 
monofonctionnelles agissent en synergie sur la réparation de l’uracile en fonction de l’origine et de la 
localisation du dommage. De plus, ces catalyseurs biologiques ne sont pas strictement limités à la 
réparation de l’uracile. 
UNG est la glycosylase la plus active dans la réparation de l’uracile. Deux isoformes, issues du 
même gène exprimé à partir de promoteurs différents, sont connues. UNG1 est spécialisé dans la 
réparation de l’ADN mitochondrial tandis qu’UNG2, flanqué d’un signal de localisation nucléaire 
(NLS), agit sur l’ADN génomique [432]. En outre, l’expression d’UNG2 est régulée au cours du cycle 
cellulaire et est maximale au cours de la phase S tandis qu’UNG1 est constitutivement exprimé [433, 
434]. Il a aussi été montré qu'UNG2 interagit avec PCNA et d’autres facteurs de réplication. Le 
turnover de l’enzyme est considérablement plus élevé que toutes les autres glycosylases, notamment 
sur l’ADN simple brin où il peut atteindre 1000 excisions/minute. L’activité catalytique d’UNG2, 
comme la plupart des glycosylases monofonctionnelles, est stimulée par l’AP-endonucléase qui 
déplace l’enzyme de son produit (le site AP) pour lequel elle présente une très forte affinité [358, 
435]. Notons que la présence d’ions magnésium, à concentration physiologique, permet 
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d’augmenter la préférence d’UNG2 pour l’uracile sur l’ADN simple brin [354]. Ensemble, ces 
observations traduisent le rôle privilégié d’UNG2 dans la réparation de l’uracile introduite par des 
erreurs de la polymérase au niveau des fourches de réplication [436]. Dans ce cas, l’ADN étant sous 
forme simple brin, la réparation est finalisée par des processus de recombinaison ou de synthèse 
translésionnelle [437]. Notons qu’UNG est aussi capable d’exciser des bases issues de l’oxydation de 
l’uracile telles que la 5-hydroxyuracile ou l’acide isodialurique et la 5-fluorouracile (5-FU) [353, 438, 
439]. Cependant le site actif de l’enzyme n’est pas capable d’accepter des substrats avec de plus 
imposants substituants sur le C5 de la base tels que l’éthènocytosine (εC) ou la 5-
hydroxyméthyluracile (5-hmU). Ceci est certainement la caractéristique cruciale de l’enzyme qui lui 
permet de différencier l’uracile de la thymine.  
A l’instar d’UNG2, SMUG1 est également une protéine nucléoplasmique mais ne s’accumule 
pas au niveau des foyers de réplication. Elle est exprimée indépendamment de la phase du cycle 
cellulaire. Ainsi, SMUG1 semble impliqué dans la réparation de l’uracile issue de la désamination de 
la cytosine. En dépit du nom donné à cette enzyme, celle-ci possède une plus grande activité sur 
l’ADN double brin (avec une préférence pour la paire de bases U : G) lorsque sa dissociation du site 
AP est stimulée par APE1 [358]. SMUG1 excise également la 5-hmU issue de l’oxydation de la 
thymine et l’ εC, avec toutefois une efficacité moindre [354, 356].  
La TDG comme son nom l’indique a pour fonction première l’excision de la thymine 
(provenant de la désamination de la 5-MeC) mésappariées à une guanine. De cette fonction découle 
que son activité est principalement limitée à l’ADN double brin et présenterait un intérêt biologique 
supplémentaire au niveau des régions promotrices, riches en CpG, où la méthylation des cytosines 
rend ces dernières beaucoup plus sensibles à la désamination (cf. § I.2.1 et I.5.6). Différents substrats 
sont aussi acceptés par la TDG tels que l’uracile ou des dérivés impliquant la substitution du C5 de la 
base, toujours en appariement avec une guanine (5-FU, 5-BrU, 5-hmU, 5-OHU). Cette enzyme 
catalyse l’excision du glycol de thymine, de l’éthènocytosine, et plus étonnamment, d’une purine 
telle que l’hypoxanthine [361]. La pertinence biologique de ces activités reste cependant à 
démontrer [440].  
Bien que structuralement et génétiquement sans lien de parenté, MBD4 possède des 
propriétés enzymatiques similaires à TDG. Sa capacité à interagir spécifiquement avec l’ADN des îlots 
CpG via son extrémité N-terminale (« methyl binding domain », MBD) impliquerait cette protéine 
dans la réparation des mésappariements U : G et T : G. TDG et MBD4 sont également des candidats 
potentiels dans le processus de déméthylation actif de l’ADN (détaillé dans le § I.5.6). 
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Figure 14: Modèle unifié de formation et de réparation de l'uracile et d'analogues dans l’ADN (adapté de 
(353)). 
 
La pluralité des activités uracile ADN glycosylases, caractérisée par la spécificité de chaque 
enzyme associée à une certaine redondance, garantie la sauvegarde le l’intégrité de la biomolécule. 
UNG possède un domaine de reconnaissance très spécifique de l’uracile et agit sur l’ensemble de 
l’ADN, à la fois simple et double brin, pour extraire cette base mutagène du génome. La glycosylase 
s’accumule notamment durant la phase S au niveau des foyers de réplication et permet d’accroître la 
fidélité de la synthèse. SMUG1 constitue un système complémentaire parcourant sans spécificité 
reconnue l’ensemble de l’ADN nucléaire. TDG et MBD4 ont un domaine de reconnaissance moins 
spécifique et agissent essentiellement sur la double hélice d’ADN, en tenant compte de la base 
opposée. Ces glycosylases préservent l’intégrité des sites promoteurs, particulièrement sensibles à la 
désamination promouvant l’instabilité génétique. La Figure 14 schématise le mécanisme global de 
réparation de la lésion uracile et de certains analogues. 
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5.3. Réparation de la 8-oxoguanine : un arsenal protéique anti-mutation 
Parmi les 4 bases de l’ADN, la guanine est celle qui possède le potentiel d’oxydation le plus 
bas. Par conséquent celle-ci est plus sensible aux réactions d’oxydation (cf. § I.2.2). Bien qu’une 
quinzaine de produits d’oxydation ait été identifiée, la 8-oxoguanine et son produit d’ouverture, la 
FAPyG sont très majoritairement représentés, même à l’état basal de la cellule [441]. Du fait de 
l’abondance de cette lésion (quelques bases modifiées pour 106 nucléotides), le taux de 8-oxoG est 
un indicateur fiable de l’état oxydatif de la cellule, faisant de cette lésion un candidat potentiel en 
tant que biomarqueur de pathologies où la balance oxydo-réductrice des cellules est déséquilibrée 
telles que dans certains cancers, maladies neurodégénératives ou professionnelles [442]. Cette lésion 
est très bien contournée par les polymérases réplicatives et ses propriétés codantes particulières la 
rendent particulièrement mutagène [189]. En effet, la répulsion entre le groupement « oxo » et 
l’oxygène intracyclique du désoxyribose implique que la base se retrouve principalement en 
conformation syn. Dans cette conformation, la 8-oxoG s’apparie préférentiellement avec une 
adénine par des liaisons H de type Hoogsteen [443]. Ceci conduira lors du cycle de réplication à des 
transversions G  T [37, 444].  
Ainsi, des bactéries aux mammifères, un arsenal de protéines est à la disposition des cellules 
pour contrer les effets délétères de la 8-oxoG. Chez E. Coli, trois protéines agissent en coopération 
dans un système de réparation de la 8-oxoG, nommé « GO » [445].  
MutM, aussi nommé Fpg pour « formamido-pyrimidine DNA-glycosylase », est une 
glycosylase à activité β,δ-lyase dont le substrat principal est la 8-oxoG appariée à une cytosine (446). 
Cette enzyme appartenant à la superfamille des glycosylases « hélice-deux tours-hélice » (« helix-two 
turn-helix », H2TH) possède un motif doigt de zinc caractéristique, indispensable à la fixation de la 
protéine sur l’ADN [446, 447]. De nombreuses études ont montré la très large spécificité de substrat 
de Fpg, capable de retirer des purines oxydées mais également des pyrimidines oxydées et les sites 
abasiques [370, 448].  
MutY, glycosylase monofonctionnelle, est responsable de l’excision de l’adénine introduite 
en face d’une 8-oxoG (ou 8-oxoA) durant la réplication. Cette enzyme élimine donc l’effet 
promutagène de la 8-oxoG dans les cellules réplicatives [449].  
MutT est chargé d’éliminer la 8-oxoG du pool de nucléotides triphosphate. Cette hydrolase 
catalyse le clivage de la liaison phosphoanhydride afin de désactiver le dNTP et empêcher son 
incorporation dans l’ADN par les polymérases [450]. 
La définition de ce système GO vient de l’effet mutateur d’une inactivation d’un ou de 
plusieurs des gènes codant pour ces protéines, se traduisant par une augmentation des transversions 
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G  T. Chez l’Homme, on retrouve trois protéines présentant les mêmes activités que les enzymes 
Mut (Figure 15): 
hOGG1 (« human oxoguanine glycosylase 1 ») est une glycosylase bifonctionnelle avec une 
activité β-lyase qui possède des activités enzymatiques similaires à celles de Fpg, toutefois avec une 
spécificité de substrats plus restreinte. Bien qu’OGG1 puisse être considéré comme l’homologue 
fonctionnel de la protéine bactérienne Fpg, ces deux enzymes ne partagent aucune homologie de 
séquence significative. OGG1 appartient à la superfamille des glycosylases « hélice-épingle-hélice » 
(« helix-hairpin-helix », HhH). Ce motif, commun avec d’autres glycosylases telles que MBD4, NTH1 
ou MYH, permet la liaison de la glycosylase à l’ADN de façon séquence non-spécifique [451, 452]. 
L’interaction permet à la glycosylase de glisser le long de l’ADN, résultant en une reconnaissance 
rapide des paires de bases 8-oxoG : C. La reconnaissance de la lésion implique le contact du 
groupement carbonyle du résidu Gly42 de la protéine avec le proton en position N7 de la 8-oxoG. La 
déstabilisation du duplexe conduit à l’extrusion du nucléoside vers une poche hydrophobe de la 
protéine. Cette dernière, afin d’éviter l’excision post-réplicative de la 8-oxoG appariée à une adénine, 
dispose d’une seconde poche capable de reconnaitre la base complémentaire, en l’occurrence un C. 
Cette condition est primordiale pour l’excision de la 8-oxoG, comme de la FAPyG [453]. Notons que 
l’excision est catalysée par la Lys249, activée par le résidu Asp268 [454, 455]. Bien qu’OGG1 possède 
une activité AP-lyase in vitro, il a été montré que celle-ci est occasionnelle in vivo. En effet, APE1 
serait majoritairement impliqué dans l’incision du squelette de l’ADN, favorisant ainsi le recyclage 
rapide d’OGG1 qui agirait donc comme une glycosylase monofonctionnelle [456-458]. 
Finalement, mentionnons que hOGG1 présente plusieurs isoformes issues d’un épissage 
alternatif de l’ARNm. Les deux isorformes majoritairement retrouvées chez l’Homme sont OGG1-1a 
et OGG1-2a. Ces deux variants possèdent un signal de localisation mitochondrial tandis que seul 
OGG1-1a possède un signal de translocation nucléaire qui annule le signal MTS [459, 460]. Ainsi 
OGG1-1a est localisé essentiellement dans le noyau tandis qu’OGG1-2a est spécialisé dans la 
réparation de l’ADN mitochondrial, surexposé aux espèces réactives de l’oxygène issues de la 
respiration cellulaire. 
Deux gènes orthologues aux gènes bactériens mutY et mutT ont été identifiés chez les 
mammifères. Ces gènes codent pour les protéines MYH (ou MUTYH) et MTH1 respectivement.  
MYH excise les bases adénines introduites par erreur en face de 8-oxopurines lors de la 
réplication [461]. Au même titre que son homologue bactérien, cette enzyme est indispensable à la 
lutte contre la mutagénicité de la 8-oxoG. De façon complémentaire à OGG1, MYH dispose d’un 
domaine C-term qui lui permet de différencier la 8-oxoG opposée au A afin d’éviter l’excision 
d’adénines correctement appariées [462, 463]. Afin que la réparation initiée par MYH permette de 
restaurer la paire 8-oxoG : C, substrat pour OGG1, la polymérase β introduit préférentiellement un C 
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lors de l’étape de resynthèse, évitant ainsi, des cycles futiles de réparation [464]. Comme UNG2, 
MYH interagit avec PCNA en vertu de son rôle dans le retrait de nucléotides incorporés par erreur 
durant la réplication. 
A l’instar de MutT, MTH1 (mentionné dans l’introduction du chapitre 5) s’emploie à 
hydrolyser les nucléotides triphosphate oxydés dont le 8-oxodGTP mais également le 2-OHdATP ou le 
8-oxodATP [465].  
En conclusion, le système GO garantit le maintien de l’intégrité génomique en contrecarrant 
les effets mutagènes de la 8-oxoguanine à plusieurs niveaux : Fpg/OGG1 permettent d’exciser la 8-
oxoG dans l’ADN avant que cette lésion ne soit répliquée ; MutY/MYH excisent l’adénine introduite 
justement suite à la réplication d’ADN contenant la base oxydée ; enfin, MutT/MTH1 empêchent 
l’incorporation fortuite de 8-oxodGTP par les polymérases en hydrolysant le nucléotide triphosphate.  
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Figure 15: Système « GO » chez les mammifères : différents mécanismes de réparation contre les effets 
délétères de la 8-oxoguanine. La réparation fait intervenir différentes enzymes selon a) que la 8-oxoG 
provienne de l’oxydation d’une guanine appariée à une cytosine, ou b) qu'un 8-oxoGTP soit introduit en face 
d’une adénine lors de la réplication. 
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5.4. Réparation des purines alkylées et de l’hypoxanthine : une glycosylase unique 
à spectre large 
Chez les mammifères, une glycosylase particulière a été identifiée, capable d’exciser diverses 
purines altérées telles que la 3-MeA, la 3-MeG, l’εA issue de la peroxydation lipidique ou du chlorure 
de vinyle et l’hypoxanthine (Hx), produit de la désamination de l’adénine (cf. § I.2.1 et I.2.3 et [380, 
466]). Ainsi, l’AAG (alkyl adénine glycosylase, aussi nommée MPG pour méthylpurine glycosylase) est 
une protéine nucléaire possèdant une structure tridimensionnelle qui lui est propre, sans lien avec 
les autres glycosylases des superfamilles UDG, HhH, ou HT2H énoncées précédemment (cf. § I.5.2 et 
I.5.3) [467]. Toutefois, certaines caractéristiques communes peuvent être énoncées : l’AAG est 
composé comme UNG, SMUG1 ou OGG1, d’une association de feuillets β et d’hélices α. La recherche 
des lésions se fait via l’interrogation des paires de bases par l’introduction d’un résidu tyrosinyle au 
sein de la double hélice et le coulissement de la protéine le long de l’ADN [345, 467]. La 
reconnaissance engage un mécanisme d’extrusion du nucléotide vers une poche catalytique tapissée 
de résidus hydrophobes.  
De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes moléculaires de cette glycosylase 
qui possède une spécificité de substrats étendue sans pour autant exciser les bases normales [380, 
466, 468]. La première conclusion est que le site actif exclut le groupement amino exocyclique de 
l’adénine par la présence d’un résidu histidine. Ainsi,  l’hypoxanthine et l’éthènoadénine sont 
stabilisées à l’intérieur de la poche catalytique par une liaison hydrogène entre le groupement oxo ou 
imino et un résidu histidine de la protéine (His136). Cette liaison permet également de déstabiliser la 
liaison N-glycosidique, favorisant son hydrolyse. Aussi, la chaîne latérale d’une asparagine encombre 
stériquement l’espace autour du C2 des purines expliquant pourquoi la guanine et les 
éthènoguanines sont faiblement excisées par l’enzyme [468]. De façon intéressante, la mutation 
Asp129Ser augmente le taux d’excisions injustifiées de la guanine, ce qui confirme cette hypothèse 
[469]. Néanmoins, ceci n’explique pas l’excision préférentielle des méthylpurines par rapport à 
l’adénine ou la guanine. Il est supposé que l’interaction défavorable de ces lésions avec l’AAG soit 
compensée par leur réactivité augmentée de part la présence d’une charge positive portée par la 
base. Une discrimination additionnelle est dictée par la stabilité des liaisons Watson-Crick, dont la 
faiblesse dans le cas de bases lésées facilite l’extrusion du nucléotide [380].  
Comme énoncé précédemment, l’AAG est inhibée par son propre produit pour lequel elle est 
très affine. La partie N-term de la protéine, pourtant non-essentielle à son activité catalytique, joue 
un rôle important dans sa dissociation du site AP. Néanmoins, la présence d’APE1 permet 
d’exacerber le turnover de l’enzyme en se fixant sur le site AP [470].  
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L’induction de mpg par un stress alkylant (traitement avec MMS, MNNG, Melex,…) fait 
débat, et plusieurs études contradictoires ont montré une corrélation/indépendance entre 
l’expression du gène mpg et la concentration en agent alkylant dans les cellules [471, 472]. Toutefois, 
la surproduction de MPG n’a pas d’effet protecteur sur les cellules et semble plutôt augmenter leur 
sensibilité vis-à-vis d’agents méthylants (cf. § I.5.8). Cet effet est attribué à la formation accrue de 
sites abasiques et de cassures simple brin au cours de la réparation initiée par MPG. Ces 
intermédiaires formés en masse accroissent la cytotoxicité par rapport aux lésions initialement 
formées [473, 474]. De façon non réciproque, une déficience en Aag dans des cellules de souris 
traitées par un agent alkylant a un effet protecteur ou sensibilisateur dépendant du type cellulaire et 
de l’agent chimique utilisé [475, 476]. Ainsi, l’expression finement régulée de MPG est capitale pour 
éviter les effets néfastes des purines alkylées sans pour autant générer d’autres lésions toxiques. 
Aussi, il a été établi que l’expression de mpg, corrélée à l’activité de la glycosylase est régulée au 
cours du cycle cellulaire et est maximale au cours de la phase S avant d’être inhibée après la mitose 
[477]. Cette progression permettrait de limiter les mutations générées par la réparation des bases 
normales, qualifiée de gratuite (« gratuitous repair ») [478]. 
 
5.5. L’AP-endonucléase 1 
La première activité endonucléase spécifique des sites abasiques a été découverte chez E. 
Coli avec la protéine multifonctionnelle XthA (ou exonucléase III, ExoIII) [479]. Chez les mammifères, 
l’homologue structural et fonctionnel de XthA a été indépendamment purifié par plusieurs 
laboratoires en vertu de ses rôles biologiques très divers (détaillés plus loin) [480-483]. APE1 (nommé 
aussi Ref1, HAP1 ou APEX) est une protéine ubiquitaire monomérique de 35.5 kDa dont le caractère 
vital est attribué à son rôle dans la réparation de l’ADN, plus précisément dans l’incision des sites 
abasiques et la génération d’extrémités 3’-OH [484, 485]. D’autres activités hydrolytiques plus faibles 
lui sont connues, telles que les activités 3’-phosphatase ou 3’-phosphodiestérase [398, 486, 487]. 
Egalement, APE1 expose une faible activité 3’ 5‘ exonucléase, notamment dirigée contre les 
mésappariements [482]. Les substrats d’APE1 possèdent la caractéristique commune d’accentuer la 
déformabilité de la double hélice, entre autre par la perte des liaisons Watson-Crick et de 
l’interaction d’empilement (π stacking) du fait de l’absence de la base. APE1 est capable de se lier de 
façon non spécifique dans le petit sillon de l’ADN, via l’insertion d’une boucle peptidique, et de 
parcourir rapidement la biomolécule à la recherche des sites AP. La flexibilité de l’ADN au niveau 
d’un site abasique induit une distorsion structurale importante imposée par APE1 qui promeut 
l’extrusion du 2-désoxyribose dans une poche hydrophobe de l’enzyme, excluant les nucléotides 
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normaux [488]. L’activité catalytique d’APE1 conduit à la formation d’extrémités 3’-OH et 5’-
désoxyribophosphate : l’hydrolyse spécifique de la liaison P-O3’en 5’ du site AP a lieu via l’activation 
d’une molécule d’eau par le couple Asp210/His309. Un cation divalent (Mg2+) présent dans le site 
actif dicte le clivage de la liaison P-O3’, en coordinant l’oxygène correspondant [488, 489].  
En plus de son rôle catalytique, APE1 est une protéine centrale dans la régulation du BER. 
D’une part elle stimule la plupart des ADN glycosylases en induisant leur dissociation du site AP néo-
formé, comme nous l’avons précédemment énoncé pour TDG, UDG, OGG1 ou MPG [435, 458, 470, 
490, 491]. D’autre part l’AP-endonucléase est elle-même inhibée par le produit d’incision du site AP 
sur lequel elle reste fixée. Son interaction avec Polβ, probablement transitoire via le complexe 
XRCC1/LigIII ainsi que la présence d’ions Mg2+, permettent le recyclage de l’enzyme [388, 404, 492]. 
Cette régulation médiée par des interactions protéine/protéine ou protéine/ADN permet d’assurer 
que les intermédiaires cytotoxiques du BER ne sont pas exposés dans les cellules [493]. 
  
La transcription d’ape1 est étroitement coordonnée au cycle cellulaire. Le niveau d’ARNm 
augmente durant la phase G1 et la phase S avant de chuter après la réplication [494]. Aussi, plusieurs 
études ont montré l’inductibilité d’APE1 suite à un stress oxydatif [495-497]. Bien que le mécanisme 
moléculaire d’activation transcriptionnel d’APE1 soit encore obscur, celui-ci semble prendre part à 
une réponse adaptative à différentes agressions induisant une augmentation de la réparation des 
lésions générées par les EROs [496]. De plus, APE1 serait la seule protéine de réparation humaine à 
pouvoir inhiber la transcription de son propre gène, constituant une boucle de rétroaction négative 
[498, 499]. 
Le génome des mammifères encode un second gène codant pour un autre homologue de 
XthA, simplement nommé APE2, possédant une bonne activité 3’  5’ exonucléasique. Cependant, 
l’activité AP-endonucléase de cette protéine est faible et son rôle biologique reste mal connu [500]. 
Toutefois, de récentes études tendent à démontrer que l’activité exonucléase d’APE2, exacerbée par 
la présence de PCNA, permettrait d’augmenter la fidélité de la réplication d’ADN endommagé [501, 
502]. 
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5.6. Le BER, au-delà de la réparation de l’ADN 
5.6.a. APE1 et son rôle dans la signalisation redox 
Hors-mis la place prépondérante occupée par APE1 dans la réparation par excision de base, 
cette protéine est également impliquée dans l’activation de facteurs de transcription. En effet, bien 
que la partie N-terminale d’APE1 soit dispensable à son activité endonucléasique, elle renferme une 
activité oxydo-réductrice qui permet la réactivation de différentes protéines de liaison à l‘ADN [503, 
504]. Ainsi, il a été montré qu’APE1 réduit divers facteurs de transcription tels que NFκB, AP-1 
(Fos/Jun) ou encore p53 [483, 505-507]. Par conséquent, APE1 fournit un mécanisme de régulation 
de l’expression de gènes cibles en maintenant certaines cystéines de ces facteurs à l’état réduit. 
Nombre de ces facteurs sont impliqués dans la régulation de la prolifération cellulaire et de 
l’apoptose.  
Bien que les activités AP-endonucléase et oxydo-réductrice d’APE1 soient indépendantes 
(l’inhibition d’une fonction ne modifie pas la seconde), leurs rôles semblent toutefois être 
étroitement liés et la molécule serait centrale dans l’intégration des stimuli (stress oxydatif, hypoxie, 
irradiation UV,…), permettant de guider la réaction de la cellule tout en préservant l’information 
génétique [504].  
 
5.6.b. Rôle dans l’immunité innée 
Lors de l’infection de certains rétrovirus, une cytidine désaminase est activée et interfère 
avec la transcription inverse en désaminant de multiples cytosines de l’ADN nouvellement synthétisé. 
Cette enzyme, APOBEC-3G (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G) 
induit donc une hypermutabilité du génome viral menant finalement à la formation de virions non 
viables [508, 509]. Cette activité antivirale médiée par ABOBEC-3G est couplée à l’action conjointe 
d’UNG2 et APE1 qui introduisent des cassures dans l’ADN viral, accentuant la dégradation des 
provirus [510]. Notons que le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) est doté d’une protéine 
accessoire du VIH, Vrp1, capable de se lier à UNG2 et SMUG1, dirigeant leur dégradation par le 
protéasome et contrant les effets néfastes pour le virus [511].  
 
5.6.c. Rôle dans l’immunité acquise 
La réponse adaptative du système immunitaire implique essentiellement la 
création/production d’immunoglobulines (dont les anticorps) capables de reconnaître et de lier 
5   La réparation par excision de base (BER)  
 79 
spécifiquement des millions d’antigènes. La diversification des anticorps fait intervenir différents 
mécanismes biochimiques qui permettent de moduler la spécificité et l’isotype des 
immunoglobulines (Ig) à différents stades du développement des lymphocytes : la recombinaison 
V(D)J, la commutation isotypique (CSR) et l’hypermutation somatique (SHM) (cf. Figure 16). Les 
deux derniers processus font intervenir les protéines du BER UNG2 et APE1. 
La recombinaison V(D)J intervient tôt dans le développement des lymphocytes B (dans la 
moelle épinière), permettant de générer une banque de lymphocytes produisant des 
immunoglobulines M (IgM) fonctionnelles. Ce mécanisme fait intervenir le système de réparation des 
cassures double brin NHEJ, qui, en association avec un complexe de clivage de l’ADN séquence 
spécifique permet la recombinaison de différents fragments (V, D et J) codant pour les différentes 
portions des immunoglobulines. Ce processus génère donc de multiples produits de fusion de ces 
fragments qui constituent le premier degré de diversification des anticorps, précédant leur rencontre 
avec un antigène (cf. § I.4.5 et [326, 512]).  
Suite à l’activation d’un LB par un antigène dans la lymphe, un second processus permet le 
changement d’isotype de l’IgM produit par la modification de sa région constante, sans altérer la 
région variable responsable de la reconnaissance de l’antigène. Les lymphocytes peuvent alors 
produire des IgG, IgE et IgA qui sont distribuées systémiquement dans les tissus. Cette 
« commutation isotypique (« class switch recombination », CSR) résulte de l’excision d’exons codant 
pour la région constante de l’IgM (Cμ) et de la juxtaposition de la région variable (segments VDJ) avec 
une autre région constante (Cγ, Cα ou Cε générant respectivement IgG, IgA et IgE) [426, 513, 514]. Ce 
mécanisme nécessite donc la création de cassures double brin dans les régions spécifiques afin 
d’éliminer le fragment Cμ. Ce processus requiert l’action conjointe de la protéine AID (« activation 
induced (cytidine) deaminase »), d’UNG2 et d’APE1. AID est responsable de la désamination de 
cytosines, dès lors substrats pour UNG2. Les sites abasiques néo-formés sont clivés par APE1 
générant, de part leur proximité, des cassures double brin. La résolution des CDBs est finalement 
conduite par le NHEJ qui mène à l’élimination d’un fragment chromosomique cyclique caractéristique 
contenant la partie Cμ. Un mécanisme alternatif indépendant d’UNG2 fait intervenir le MMR, via la 
reconnaissance de la paire de bases U : G par le complexe MSH2/MSH6 [426, 515]. Cependant, 
plusieurs études ont montré que l’inactivation d’UNG2 affecte profondément le processus CSR 
conduisant en une surproduction d’IgM et un déficit en d’autres immunoglobulines à l’origine du 
syndrome d’hyper IgM (HIGM) (cf. §  I.5.7) et [516-518]. D’autres causes de HIGM sont connues 
comme par exemple une mutation du gène codant pour l’AID. Aussi l’induction du CSR est médiée 
par l’interaction entre lymphocytes B et lymphocytes T et la modification d’une des protéines de 
surface responsables de cette interaction (CD40LG et CD40 respectivement) engendre ce syndrome 
[519].  
I   ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 80 
RAG1-2 (Incision)
NHEJ (Recombinaison)
C  
C
C  
C
AID (Désamination)
UNG2 (Excision)
APE1 (Incision)
CDB
Zone riche en C
AID 
+
TLS/BER/MMR 
(Mutations)
V D J Sμ Cμ Sγ Cγ Sε Cε Sα Cα
V(D)J
CSR
SHM
NHEJ
(Résolution des CDBs)
 
Figure 16: Schéma simplifié des mécanismes de diversification des anticorps dans l'immunité adaptative. La 
recombinaison V(D)J, ayant lieu dans la moelle épinière dans la vie précoce des lymphocytes B, permet la 
création d'une banque de lymphocytes B produisant différentes immunoglobulines M. Ce premier niveau de 
diversité est médié par l’assemblage aléatoire des différents gènes V, D et J par l’action conjointe de RAG1-2 
et les protéines impliquées dans le NHEJ. La commutation isotypique (CSR) se produit dans les ganglions 
lymphatiques suite à l’activation des LB, ne produisant jusqu’alors que des IgG et IgD. Ce processus permet le 
changement d’isotype de l’Ig par l’élimination du gène codant pour la région constante des IgM (Cμ) et la 
juxtaposition d’une autre région constante (Cγ, Cε ou Cα) à la région variable. Le CSR est initié par l’action 
coopérative d’AID, UNG2 et APE1 qui génèrent des cassures doubles brins (CDBs) dans les portions S 
(« switch »). La résolution des CDBs par le NHEJ résulte en la délétion du fragment d’ADN intermédiaire sous 
forme d’un cercle extra-chromosomique et la jonction des portions S. L’activation du LB par un antigène 
induit une hypermutation somatique (SHM) qui permet la production d’anticorps ayant une affinité 
améliorée pour l’antigène donné. Le mécanisme mutationnel fait également intervenir les protéines AID, 
UNG2 et APE1, couplées à une réparation ou réplication incorrecte qui génèrent de nombreuses mutations 
dans la région variable. 
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Un second évènement, pouvant survenir en même temps que le CSR, implique une 
hypermutation somatique (« somatic hypermutation », SHM) dans les régions variables (exons V) du 
gène des immunoglobulines [520, 521]. Ce processus génère des anticorps possédant une meilleure 
affinité pour leur antigène, de façon probabiliste. Le SHM est également initié par la désamination de 
nombreuses cytosines en uraciles par AID. Plusieurs mécanismes mutationnels peuvent alors 
intervenir : 1) la réplication à travers le mésappariement U : G ; 2) l’excision de U par UNG2 et la 
réplication des sites AP formés ; 3) une réparation erronée de l’uracile par le BER, mais également 
par le MMR [522, 523]. Un dérèglement du SHM peut être associé au syndrome d’hyper IgM [519, 
524]. 
 
5.6.d. Rôle dans la régulation épigénétique 
Parmi les quelque 30 000 gènes composant les chromosomes humains, seule une minorité 
est exprimée (traduit en ARNm), ceci dépendant du stade développemental, du type cellulaire, de 
stimuli extérieurs, etc. Par conséquent, la cellule dispose de mécanismes de régulation épigénétique 
de l’expression des gènes, impliquant la méthylation de cytosines en 5-méthylcytosines, très 
majoritairement au niveau des dinucléotides dCpdG (îlots CpG) [525, 526]. La distribution de la 
méthylation de l’ADN compose un « patron » de méthylation agissant comme un programme de 
l’expression des gènes dans chaque cellule. Dans la quasi-totalité des cas, la méthylation des régions 
régulatrices d’un gène réduit ce dernier au silence (« gene silencing »), en empêchant ou favorisant 
l’interaction de la région modifiée avec des protéines activatrices ou inhibitrices respectivement 
[527]. De plus, la méthylation de l’ADN est engagée dans d’autres processus. Citons comme exemples 
la différentiation cellulaire, l’inactivation du second chromosome X ou le développement du système 
immunitaire [528].  
Les mécanismes de méthylation de l’ADN sont aujourd’hui bien connus et font intervenir 
l’action d’ADN méthyltransférases (DNMTs), principalement la DNMT1 [529]. Toutefois, le processus 
inverse de déméthylation de l’ADN reste à élucider. En principe, la déméthylation peut avoir lieu par 
un mécanisme passif ou actif [530]. La déméthylation passive survient lors de la réplication, durant 
laquelle la répression de la méthylation des sites CpG limite la méthylation de l’ADN nouvellement 
synthétisé. La déméthylation active inclut les mécanismes capables de remplacer enzymatiquement 
la 5-meC en C. Aucun acteur de déméthylation directe de la 5-MeC n’a été décrit chez les vertébrés. 
Différentes études indépendantes sont en accort avec un mécanisme de déméthylation indirecte 
faisant intervenir le système BER. TDG et MBD4 montrent une faible activité d’excision de la 5-MeC. 
Ainsi, la conversion de la 5-MeC en substrat(s) de choix pour une glycosylases semble être une piste 
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dans l’élucidation du mécanisme de déméthylation de l’ADN : la désamination de la 5-MeC médiée 
par une désaminase (AID) conduit à l’apparition du mésappariement T : G qui est substrat pour TDG 
et MBD4 [356, 361]. Effectivement, AID a été associé à la déméthylation ayant lieu dans les cellules 
germinales [531, 532]. Cependant, l’augmentation prévisible des transitions C  T dans les cellules 
déficientes en MBD4 et/ou TDG n’a pas été observée, suggérant qu’un mécanisme alternatif jouerait 
un rôle significatif dans la déméthylation de l’ADN [523, 533].  
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Figure 17: Différents mécanismes de déméthylation active de l'ADN. La méthylation de l'ADN au niveau des 
îlots CpG est réalisée par l’ADN méthyltransférase DNMT1 formant la 5-méthylcytosine (5-mC). Aucune 
glycosylase capable d’exciser cette base n’est à ce jour connue chez l’Homme. La théorie émergeante sur le 
mécanisme de déméthylation active de l’ADN consiste en la modification de la 5-mC en un bon substrat pour 
les glycosylases spécifiques des pyrimidines. Ainsi, ce processus ferait intervenir les protéines AID et TET, 
capables de désaminer et d’oxyder la 5-mC, respectivement formant la 5-hydroxyméthylcytosine (5-hmC), la 
thymine (T), la 5-hydroxyméthyluracile (5-hmU), la 5-formyl cytosine (5-fC) et/ou la 5-carboxylcytosine (5-
caC). Plusieurs de ces intermédiaires sont de bons substrats pour TDG, MBD4 ou SMUG1. Un mécanisme de 
décarboxylation enzymatique de la 5-caC a également été proposé (537). 
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Le découverte récente d’une nouvelle famille de protéines (les Ten-Eleven Translocation 1-3, 
TET-1-3) capable d’oxyder spécifiquement la 5-meC en 5-hydroxyméthylcytosine (5-hmC) a donné 
une nouvelle trajectoire aux études sur la déméthylation active de l’ADN [534, 535]. TET 1-3 ne 
génèrent pas seulement la 5-hmC mais sont également capables de suroxyder cet intermédiaire en 5-
formylC (5-fC) et 5-carboxylC (5-caC) [536]. Bien que la 5-hmC ne soit pas substrat pour aucune 
glycosylase caractérisée chez l’homme jusqu’alors, il se trouve que la 5-fC et la 5-caC sont de bons 
substrats pour TDG [537, 538]. Un mécanisme alternatif impliquerait la désamination de la 5-hmC en 
5-hmU, également excisée par TDG et SMUG [539]. La létalité embryonnaire observée chez des 
souris tdg-/- appuie l’hypothèse de la déméthylation active initiée par TDG [533, 540]. Néanmoins, la 
régulation de la méthylation chez les vertébrés semble impliquer plusieurs mécanismes dont la 
contribution à ce processus reste à clarifier (cf. Figure 17).  
 
5.7. Maladies associées à des déficiences du BER 
La réparation par excision de base est une voie métabolique absolument requise pour le 
développement d’un individu et sa survie. Pour preuve, l’inactivation d’APE1, XRCC1, LigIII ou FEN1 
chez la souris n’est pas viable et conduit à une létalité embryonnaire précoce [541, 542]. En outre, 
plusieurs pathologies, dont certains cancers, ont pu être associées de façon causative à une 
déficience du BER. 
 
Nous avons énoncé précédemment le rôle d’UNG dans les processus de CSR et de SHM. Or, 
une inactivation de l’enzyme a été clairement associée au syndrome héréditaire d’hyper IgM de type 
V (HIGM5) [517, 543]. Les patients atteints de HIGM sont incapables de produire des IgG, IgA ou IgE à 
partir des IgM du fait de la défaillance du mécanisme CSR. Ces patients présentent une 
prédisposition accrue aux infections, notamment des voies respiratoires, dès le plus jeune âge. 
Génétiquement, la mutation responsable de cette forme de HIGM conduit à l’introduction d’un 
codon stop dans le gène ung, produisant une protéine tronquée dysfonctionnelle. La mutation 
Phe251Ser induit la translocation d’UNG2 du noyau vers les mitochondries, aussi responsable de 
l’apparition du syndrome [543]. 
 
Le système nerveux peut être particulièrement touché par une déficience de la réparation de 
l’ADN, comme nous l’avons décrit précédemment pour la réparation des cassures double brin (cf. § 
I.4.5.c). En effet, les neurones sont des cellules non prolifératives, et les dommages à l’ADN sont 
préjudiciables pour la transcription et peuvent donc promouvoir l’apoptose [544, 545]. Plusieurs 
I   ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 84 
formes de neuropathologies ont pu être liées à une inactivation de différents gènes impliqués dans la 
réparation des cassures simple brin, sous-voie du BER.  
L’ataxie avec apraxie oculomotrice de type I (« ataxia with oculomotor apraxia type I », 
AOA1) est caractérisée par une ataxie20 progressive conjuguée à une neuropathie sensitivomotrice. 
Ces symptômes sont suivis quelques années après (dans l’enfance) d’une apraxie21 oculomotrice. 
L’AOA1 est causée par une mutation sur le gène aptx codant pour l’aprataxine, responsable de 
l’hydrolyse des extrémités 5’-ADP issues de ligations avortées [546, 547].  
Egalement, une forme rare d’ataxie cérébelleuse (atteinte du cervelet) différentes du 
syndrome A-T (cf. § I.4.5.c) a été reliée à une mutation de la protéine TDP1 (His493Arg). Cette 
mutation diminue fortement l’activité de l’enzyme responsable de la réparation des complexes 
Top1/ADN [548, 549]. L’accumulation de ces complexes chez les patients SCAN1 (« spinocerebellar 
ataxia with axonal neuropathy type I ») cause une neurodégénérescence du cervelet à l’origine des 
symptômes (incoordination de la démarche, de la parole et des gestes manuels). 
Récemment un nouveau syndrome héréditaire, causé par une inactivation de la protéine 
PNK, a été caractérisé. Il s’agit d’une forme sévère de microcéphalie (petitesse excessive de la tête) 
associée à de l’épilepsie incurable (« microcephaly and seizure », MCSZ). Le syndrome inclut 
également un retard développemental et neurologique [550]. 
De façon étonnante, aucun de ces trois désordres neurologiques n’augmente l’incidence de 
cancers. Cette observation suggère que la sous voie du BER réparant les cassures simple brin est 
garant de la viabilité des tissus mais jouerait un rôle mineur dans la préservation de l’intégrité 
génomique, du moins en l’absence de stimulation exogène [551]. 
 
La maladie d’Alzheimer, maladie neurodégénérative liée à l’âge, est caractérisée entre 
autres par une accumulation de lésions oxydatives dans les tissus cérébraux [552-554]. De 
nombreuses études ont démontré l’implication d’une déficience du BER dans la réparation de ces 
lésions. Notamment certaines mutations du gène ogg1 associées à une diminution de l’activité 
glycosylase ont été retrouvées chez plusieurs patients [555]. Bien que le lien causal direct reste à 
démontrer, il est probable qu’une inactivation du BER dans les formes d’Alzheimer sporadiques ou 
un polymorphisme particulier dans les formes héréditaires soit partiellement responsable du 
développement de la pathologie.  
 
 
                                                          
20
 L’ataxie correspond à un trouble de la coordination des mouvements volontaires d’origine neurologique 
21
 L’apraxie se caractérise par une difficulté à effectuer des gestes et des mouvements précis 
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5.8. Quand BER rime avec cancer… 
5.8.a. Implication du BER dans la cancérogénèse 
La cancérogénèse est un ensemble de processus conduisant à la transformation d’une cellule 
en cellule cancéreuse ayant acquis un phénotype pathologique qui induit sa prolifération anarchique. 
Lorsque la mutation induit l’inactivation d’un suppresseur de tumeur (qui inhibe la prolifération 
cellulaire) ou active un pro-oncogène (stimule la prolifération cellulaire), un déséquilibre entre 
l’ensemble des régulateurs de la prolifération cellulaire est créé. Selon un processus probabiliste, si 
plusieurs mutations de ce type ont lieu, la prolifération cellulaire est promue et les cellules 
concernées se divisent de façon anormale menant à l’apparition d’une tumeur (excroissance 
cellulaire). Lorsque cette tumeur continue de croître anarchiquement et perd la fonctionnalité du 
tissu dont-elle est issue, on parle alors de tumeur maligne ou cancer (opposé à tumeur bénigne) 
[556, 557].  
Ainsi, il semble trivial d’établir le lien entre cancer et réparation de l’ADN de part le 
phénotype mutateur que peut confèrer une déficience de la réparation. Toutefois, au regard des 
nombreuses études tentant d’établir ce lien, la corrélation entre BER et cancer n’est pas si évidente : 
une série de souris KO pour les différents gènes impliqués dans le BER à été développée [558]. Les 
souris KO pour une activité glycosylase particulière présentent souvent un phénotype similaire à celui 
des souris non mutées, refletant la redondance des activités glycosylases pour les différents types de 
lésions ainsi qu’un certain chevauchement entre les différents mécanismes de réparation. 
Le premier lien entre le BER et une maladie humaine a été établi par la découverte d’une 
mutation héréditaire du gène myh associée à une prédisposition pour le cancer colorectal [559, 560]. 
Les symptômes sont identiques à ceux référencés pour une polypose adénomateuse familiale (PAF) 
et se manifestent par l’apparition de centaines de petites excroissances (polypes) dans le colon et le 
rectum dès la puberté. Ces polypes adénomateux dégénèrent en cancer avant 40 ans [561, 562]. 
Plusieurs polymorphismes ont été identifiés dans la polypose associée à MUTYH (« MUTYH-
associated polyposis », MAP) : les variants Tyr176Cys et Gly393Asp sont associés à une diminution de 
l’activité de MUTYH, corrélant avec l’augmentation des transversions G : C  T : A observées dans les 
tumeurs [560, 563]. 
De façon moins évidente, certains polymorphismes d’OGG1 ont pu être associés à une 
augmentation de l’incidence de cancers. Notamment, le polymorphisme prévalent Ser326C a été 
intensément exploré et les résultats d’une centaine d’études s’avèrent parfois contradictoires [558, 
564, 565]. Toutefois, on peut noter que la mutation bi-allélique Cys/Cys prédisposerait au cancer du 
poumon, de l’œsophage et de la prostate, selon la population étudiée (caucasien, asiatique, 
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fumeur,…) [558, 566, 567]. D’autres mutations très rares ont été identifiées dans des cas isolés de 
cancers gastriques, rénaux,… [568, 569]. La plupart de ces mutations impactent négativement sur 
l’activité glycosylase d’OGG1 [570]. 
Egalement, il semblerait que le polymorphisme d’APE1 soit impliqué dans une 
augmentation de la prévalence de certains cancers sporadiques du poumon, de la vessie ou de 
l’estomac [558]. Le variant Asp148Glu, présent dans près de 50 % de la population mondiale 
prédisposerait au cancer du poumon chez les fumeurs [571].  
 
5.8.b. Implication dans la résistance et l’hypersensibilité aux traitements 
anticancéreux 
Le rôle primaire des mécanismes de réparation de l’ADN est de préserver l’intégrité du 
matériel génétique des cellules saines. En outre, ils interviennent également dans la réparation des 
lésions de l’ADN induites par les agents anticancéreux génotoxiques ou par les rayonnements 
ionisants. Par conséquent, la réparation de ces dommages peut contribuer à des phénomènes de 
chimio- ou radiorésistance ou bien d’hypersensibilisation des cellules cancéreuses à ces traitements 
antinéoplasiques. Les systèmes de réparation jouent un rôle crucial dans l’efficacité des thérapies 
anticancéreuses et sont apparus très tôt comme une cible complémentaire pour potentialiser l’action 
des traitements existants (cf. I.5.8.c ci-après). Ici, nous allons illustrer au travers de plusieurs études, 
l’influence des enzymes du BER, plus particulièrement des glycosylases et de l’AP-endonucléase 1, 
dans la résistance des cellules de mammifères à certains agents anticancéreux (cf. Tableau 3). 
La sous-expression de diverses ADN N-glycosylases souvent sensibilise les cellules à différents 
traitements. Par exemple, l’inhibition de la synthèse de NEIL1 par ARN interférent (ARNi) dans des 
cellules embryonnaires murines rend ces dernières hypersensibles à faibles doses de rayonnements 
[376]. Par un mécanisme similaire, la sous production de SMUG1 dans des cellules souches 
embryonnaires de souris (« mouse embryonic fibroblast », MEF) radiosensibilise ces cellules à des 
doses inférieures au gray (Gy) par rapport aux cellules contrôles (« wild type », wt) [425]. Le même 
groupe a montré que l’inhibition de la synthèse de SMUG1 augmente la cytotoxicité du 5-
fluorouracile (5-FU) dans ces cellules, traduisant le rôle de SMUG1 dans la réparation des dUMP et 
5FdUMP incorporés dans l’ADN après métabolisation du composé [572]. A l’inverse, l’inhibition de 
TDG dans des cellules cancéreuses de souris et de patients augmente leur résistance au traitement 
par cet antimétabolite [573]. Dans ce cas, l’effet sensibilisant de TDG peut être attribué à une 
accumulation d’intermédiaires toxiques (sites AP, CSBs) suite à l’initiation de la réparation des lésions 
issues du 5-FU.  
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Aussi, la surexpression d’OGG1 par infection rétrovirale de cellules hématopoïétiques 
murines procure une résistance supplémentaire des cellules vis-à-vis de l’agent alkylant thioTEPA 
(N,N'N'-triéthylènethiophosphoramide) [574]. Ce phénomène est assigné à la réparation des 7alkyl-
FAPyG issues de l’ouverture réductrice des adduits formés par le thioTEPA [575]. Preston et al. ont 
obtenu le même résultat dans des cellules rénales embryonnaires humaines avec le cisplatine 
comme molécule thérapeutique [576]. De façon réciproque, la sous-production d’OGG1 dans des 
cellules cancéreuses humaines augmente l’effet cytotoxique de la bléomycine et des radiations 
ionisantes [577, 578].  
De nombreuses molécules chimiothérapeutiques sont des agents alkylants de l’ADN qui 
génèrent des lésions mutagènes (O6-MeG) et cytotoxiques (3-MeA) (cf. § I.2.3.d alkylants 
thérapeutiques). De ce fait, de nombreuses études ont considéré l’influence de l’expression de la 
glycosylase spécifique de nombre des adduits formés par alkylation sur la résistance de cellules 
néoplasiques à plusieurs alkylants thérapeutiques. La sous-production d’Aag dans plusieurs lignées 
cellulaires rend ces cellules hypersensibles au BCNU, au témozolomide (TMZ) ou au Me-Lex [579-
582]. Ces observations traduisent le rôle protecteur de l’AAG dans la réponse à ces différents agents 
alkylants. Néanmoins, il a indépendamment été montré qu’une surexpression de cette protéine 
pouvait également sensibiliser les cellules à ces mêmes chimiothérapeutiques ainsi qu’au MNU [583-
586]. Ces résultats, en apparence contradictoires, peuvent toutefois être aussi expliqués par une 
dérégulation du BER : dans ce cas, l’effet cytotoxique accru est attribué à la conversion massive des 
adduits, même inoffensifs comme la 7-MeG, en sites AP et CSBs qui rendent toxique l’environnement 
cellulaire [585, 587].  
Par ailleurs, la suppression de l’activité APE1 diminue la résistance de cellules cancéreuses à 
divers traitements chimio- et radiothérapeutiques. L’extinction de 90 % de l’expression d’ape1 dans 
des cellules d’ostéosarcome humain sensibilise ces cellules aux radiations ionisantes, au thioTEPA et 
à l’étoposide [588]. Un effet synergique similaire a été observé dans une lignée de glioblastome 
humain traitée au TMZ et préalablement transfectée avec des oligonucléotides antisens dirigés 
contre le gène d’APE1 [589]. 
Lam et al. ont montré que l’efficacité antitumorale d’analogues nucléosidiques dans une 
lignée de carcinome colorectal humain est potentialisée par la suppression de l’activité APE1. 
Réciproquement, la surexpression d’APE1 dans ces mêmes cellules leur confère une résistance aux 
antimétabolites [590]. 
En 2005, une étude de la corrélation entre la concentration d’APE1 nucléaire et la sensibilité 
de tumeurs à différents traitements a été menée sur plus de 60 tumeurs primitives neuro-
ectodermiques (PNETs) [591]. Bien que l’activité d’APE1 varie d’environ 180 fois entre les patients, 
reliée de façon significative à l’âge et au sexe, une corrélation a pu être établie entre l’activité APE1 
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mesurée et le taux de progression tumorale suite à un traitement chimio et/ou radio thérapeutique. 
Cette même étude a établi que la diminution de l’activité APE1 par une stratégie antisens 
(oligonucléotide antisens) ou interférente (ARNi) sensibilisait ces cellules tumorales au TMZ ou au 
BCNU. Toutes ces études pointent APE1 comme une cible rationnelle pour augmenter l’efficacité des 
traitements pour certains types de cancers.  
Protéine Traitement RéférencesEffet
NEIL1 Irradiation γ Hypersens
Cellules
MES 376
SMUG1  MEF (UNG -/-) 425Irradiation γ Hypersens
5725-FUSMUG1  MEF (UNG -/-) Hypersens
573MEF / HeLaTDG 5-FU Résistance
574OGG1 
HEK273
thioTEPA Résistance CSH de souris C57Bl/6J
576OGG1  Résistance cisplatine
577OGG1  OSCs Irradiation γ Hypersens
578OGG1  A549 Bléomycine Hypersens
581AAG  MES
Bléomycine /
BCNU
Hypersens
582HypersensBCNU / TMZHeLa / A2780-SCA5AAG 
AAG  GMB6 / A172 579HypersensTMZ
AAG  Gliomes humains 580HypersensMe-Lex
AAG MDA-MB231 584HypersensBCNU / TMZ
AAG MEF 586HypersensTMZ

APE1 SNB19 588HypersensBCNU/ TMZ
AAG  BM de souris 476RésistanceTMZ / MMS

APE1 RKO 589RésistanceAnalogues dU
APE1 PNETs 590BCNU / TMZ Hypersens
APE1 hOSs 590thioTEPA / 
Irradiation γ
Hypersens
APE1 T-Rex™ CHO 591thioTEPA / 
TMZ / 5-FU
 Hypersens
 
Tableau 3: Effet de la sur- ()/ sous- () expression de protéines impliquées dans le BER sur l'efficacité d'un 
traitement chimio- ou radiothérapeutique : MES= cellules souches embryonnaire murine, MEF=fibroblastes 
embryonnaires de souris, CSH=cellules souches hématopoïétiques, HEK273=cellules humaines 
embryonnaires du rein 273, OSC=carcinome épidermoïde oral, A549=adénosarcome de poumon humain 549, 
A2790-SCA5=clone de lignée de carcinome ovarien A2780, GMB6=glioblastome multiforme 6, A172=lignée de 
glioblastome humain A172, BM=cellules hématopoïétiques, MDA-MB231=lignée cellulaire d’un cancer du 
sein humain, SNB19=lignée cellulaire dérivé d’un gliome, RKO=carcinome du colon p53-déficient, PNET= 
tumeur primitive neuro-ectodermique, hOS= ostéosarcome humain, CHO=ovaires de hamsters chinois. [37 6] [425] [57 2] [573] [57 4] [576] [5 77] [578]  [581] [582 ]  
[579] [580] [476] [584] [586] [589] [590] [591] [591] [592]     
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5.8.c. Développement d’inhibiteurs de la réparation par excision de base 
L’ensemble des études énoncées dans le paragraphe précédent sous-entend que l’efficacité 
d’un traitement anticancéreux génotoxiques est grandement influencée par les capacités de 
réparation des cellules tumorales. Aussi certaines tumeurs, caractérisées par une instabilité 
génétique intrinsèque peuvent présenter un profil en enzymes de réparation caractéristique, 
promouvant à la fois cette instabilité et la progression tumorale. Ces systèmes de réparation 
apparaissent donc depuis plus d’une décennie, comme des cibles potentielles dans le 
développement de nouveaux agents anticancéreux. Pour clôturer ce chapitre, nous allons exposer 
quelques inhibiteurs de la réparation par excision de base développés dans le but de potentialiser les 
traitements endommageant l’ADN des cellules néoplasiques prolifératives. Un second objectif de ces 
inhibiteurs et d’augmenter l’index thérapeutique en favorisant la diminution des doses de rayons ou 
de médicaments utilisées pour limiter les effets sur les tissus sains.  
Plusieurs études précliniques utilisant des oligonucléotides antisens ou des ARN 
interférents ont montré que la sous régulation d’APE1 sensibilise les cellules tumorales à divers 
agents alkylants et aux radiations ionisantes [485]. Cet effet est surtout attribué au rôle d’APE1 dans 
la réparation des sites AP, qui, après la suppression de l’activité AP-endonucléase, s’accumulent dans 
les cellules et déclenchent l’apoptose. Ainsi, APE1 apparait comme une cible pharmaceutique 
attractive de part son rôle central dans le BER et les preuves corrélant l’activité d’APE1 à la résistance 
tumorale. 
En utilisant un test de clivage d’oligonucléotide contenant un site AP, Madhusudan et al. 
ont identifié le premier inhibiteur biochimique et biologique d’APE1 à partir d’une banque de 
quelques milliers de molécules. Le composé « lead », CRT0044876 (acide 7-nitro-indole-2-
carboxylique), est un inhibiteur spécifique des exonucléases III, incluant APE1 [593]. De plus, 
l’utilisation d’une dose non toxique de ce composé sur plusieurs lignées cancéreuses, en combinaison 
avec le MMS, le TMZ ou le hmdUrd (5-hydroxyméthyl-2’-désoxyuridine) augmente la cytotoxicité de 
ces agents anticancéreux. Aussi, le CRT0044876 n’augmente pas l’effet toxique du rayonnement UV, 
de la camptothécine ou de l’ypérite, formant des lésions non prises en charge par le BER. Ainsi, la 
sensibilisation des cellules par le CRT0044876 a pu être effectivement attribuée à l’inhibition de cette 
voie de la réparation. Une récente étude a montré que l’utilisation du CRT0044876 seul permet 
d’inhiber la prolifération de différentes lignées cancéreuses et augmente le nombre d’aberrations 
chromosomiques et l’apoptose [594]. Cet effet étant accru à pH légèrement acide, les auteurs 
suggèrent l’utilisation du CRT0044876 en monothérapie dans le cas des tumeurs solides, présentant 
souvent un environnement cellulaire acide.  
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En 1987, Liuzzi et al. ont démontré que la méthoxyamine (Mx) est capable d’inhiber l’UV 
AP-endonucléase chez Micrococcus luteus [595]. L’inhibition indirecte passe par l’attaque du site 
abasique par la Mx et sa conversion en éther d’oxime, non substrat pour l’AP-endonucléase. 
L’inhibition de l’AP-endonucléase humaine (APE1) par la Mx a également été mise en évidence [596]. 
Taverna et al. ont donc utilisé cet inhibiteur d’APE1 en combinaison avec le TMZ, l’IUdR ou des 
rayonnements gamma sur des cellules cancéreuses du cancer du colon (HCT116) résistantes à ces 
traitements. La Mx potentialise dans tous les cas la cytotoxicité de ces agents thérapeutiques et 
radiosensibilise les cellules [597-599]. Liu et al. ont démontré l’effet synergique de la Mx en 
association avec le TMZ dans le traitement de xénogreffes de lignées humaines de cancers du colon 
[600]. Ce traitement (Mx/TMZ) est actuellement en essai clinique de phase I dans le cas de tumeurs 
solides avancées22.  
La lucanthone est une petite molécule capable de se fixer à l’ADN et d’inhiber la synthèse 
d’ARN. De plus ce composé a un effet inhibiteur de la topoisomérase II et de l’AP-endonucléase 1 
[601]. Le traitement de cellules de cancer du sein avec la lucanthone potentialise la cytotoxicité du 
TMZ et du MMS [602]. Bien que les effets de la lucanthone peuvent indubitablement être en partie 
attribués à sa capacité à s’intercaler dans la double hélice (inhibition transcription, réparation), il a 
récemment été démontré que ce composé interagit de façon directe avec APE1 [601, 603]. La 
lucanthone est passée en phase II d’essais cliniques dans le traitement de glioblastomes multiformes, 
seule, ou en association avec le TMZ ou une radiothérapie23.  
A notre connaissance, aucun inhibiteur spécifique d’ADN-glycosylase n’a été décrit comme 
ayant un effet cytotoxique ou potentialisateur dans le traitement de cellules cancéreuses. Notons 
toutefois, que l’utilisation d’ARNi enrayant la production d’AAG potentialise l’effet de divers 
chimiothérapeutiques [579, 580, 582]. Ces études montrent que les glycosylases sont 
potentiellement des cibles de choix dans le développement futur d’inhibiteurs thérapeutiques de la 
réparation de l’ADN. 
La découverte du rôle des PARPs dans la réparation de l’ADN a rapidement conduit au 
développement d’un certain nombre d’inhibiteurs (PARPi). Ainsi, Tentori et al. ont montré une 
augmentation significative de la survie de souris porteuses d’une xénogreffe de lymphome par le co-
traitement TMZ/NU1025 (PARPi) alors que le TMZ seul n’a aucun effet [604]. Aussi, la sensibilisation 
au TMZ de cellules initialement résistantes par le composé AG14361 a conduit à l’optimisation de 
cette molécule [605]. Le composé optimisé AG-014699, associé au TMZ, est actuellement en essai 
                                                          
22
 http://clinicaltrials.gov/show/NCT00892385 
23
  http://clinicaltrials.gov/show/NCT01587144 
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clinique de phase I et II pour le traitement de mélanome et de cancer du sein24. Bien que les 
nombreuses fonctions des PARPs ne soient pas complètement comprises, la suppression de la 
réparation des cassures simple brin et le déclenchement de l’apoptose des cellules cancéreuses par 
ces inhibiteurs a mené à leur utilisation en essais cliniques en combinaison avec des anticancéreux 
génotoxiques [606-609]. Le challenge actuel consiste à développer des inhibiteurs pouvant être 
utilisés en monothérapie dans le cas ou les cellules cancéreuses présentent un profil de réparation 
différent des cellules saines. 
                                                          
24
  http://clinicaltrials.gov/show/NCT00664781 et 
http://meeting.ascopubs.org/cgi/content/abstract/23/16_suppl/3065 
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6. Mesure des activités de réparation de l’ADN 
6.1. Introduction 
Depuis le séquençage complet du génome humain, de nombreuses études ont tenté de lier le 
polymorphisme nucléotidique (« single nucleotide polymorphism », SNP) d’un gène de la réparation 
de l’ADN à l’incidence de certains cancers ou autre pathologie. Toutefois, cette corrélation est 
souvent faible voire inexistante ou contradictoire. Citons pour exemple le SNP à l’origine du variant 
d’Ogg1 Ser326Cys : plusieurs études épidémiologiques ont relaté des résultats contradictoires sur 
l’association entre ce polymorphisme et l’incidence du cancer du poumon, de l’œsophage ou encore 
du côlon [567, 610, 611]. Bien que ce SNP soit désigné comme un biomarqueur potentiel de 
susceptibilité à différents cancers, la taille modeste des échantillons et les critères d’éligibilité pour 
l’inclusion des sujets dans ces études rendent ces conclusions controversées [612]. De plus, deux 
récentes méta-analyses de la littérature concluent à une corrélation modeste ou nulle entre le 
polymorphisme d’Ogg1 Ser326Cys et la susceptibilité au cancer du poumon [613, 614].  
Une nouvelle approche basée sur l’analyse fonctionnelle de cette glycosylase a montré 
qu’une activité enzymatique réduite est un facteur de risque du développement de cancers, d’autant 
plus si elle est combinée à la consommation de tabac [615-617]. En outre, il semble que l’activité 
enzymatique d’Ogg1 ne dépende pas du polymorphisme génétique [618]. Le test fonctionnel, 
contrairement au génotypage, possède l’avantage de mesurer les capacités de réparation de l’ADN 
effectives des patients, intégrant des dizaines de facteurs dont le polymorphisme génétique, les 
facteurs épigénétiques, l’épissage et la stabilité de l’ARNm, la stabilité protéique, les modifications 
post-traductionnelles [615, 619]… S’ajoutent à cela la redondance des activités enzymatiques 
conférant sa versatilité au système de réparation par excision de base ainsi que le recouvrement des 
différents systèmes de réparation qui complexifient l’étude du lien entre la réparation de l’ADN et la 
susceptibilité au cancer [620].  
 
Au vu de la production scientifique en constante croissance dans le domaine de la réparation 
de l’ADN et de l’intérêt grandissant de cibler ces voies métaboliques pour le (co)traitement de 
diverses pathologies, il apparait important, aujourd’hui plus que jamais, de disposer de tests de 
mesure de ces différentes activités enzymatiques.  
Dans la suite de ce chapitre nous énumèrerons les différentes méthodes d’analyse des 
activités de réparation de l’ADN. Nous focaliserons cette étude bibliographique sur la mesure des 
activités de réparation par excision de base qui intéresse ce travail de thèse. Nous différencierons les 
mesures d’activités in cellulo des tests in vitro à partir d’enzymes purifiées ou d’extraits cellulaires ou 
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tissulaires. Aussi les avantages et inconvénients de chaque méthode seront discutés selon les critères 
suivants: 
 
 Sensibilité 
 Spécificité 
 Limite de détection 
 Reproductibilité/répétabilité (fiabilité) 
 Rapidité/simplicité 
 Equipement/coût 
 Détection multiplexée 
 Détection en temps réel 
 
Dans tous les cas, pour étudier les processus enzymatiques impliqués dans la réparation de 
l’ADN, il faut fournir aux enzymes un substrat sous forme d’acide nucléique lésé. Ce dernier peut être 
l’ADN nucléaire, le nucléoïde isolé, de l’ADN nu, une sonde plasmidique ou encore un oligonucléotide 
synthétique (ODN).  
 
6.2. Détection in cellulo 
6.2.a. Sensibilité cellulaire à un stress génotoxique 
Historiquement, la réparation de l’ADN est détectée indirectement en évaluant la sensibilité 
de cellules à un agent mutagène tel que le rayonnement UV, gamma, des agents alkylants ou 
oxydants [621-625]. Toutefois, cette technique n’est pas spécifique à la réparation de l’ADN car les 
lésions peuvent interférer également avec les processus de réplication, de transcription ou de 
traduction.  
 
6.2.b. Mesure cinétique de la disparition des dommages 
Une façon également indirecte mais plus spécifique de mesurer les activités de réparation 
de l’ADN consiste à mesurer le taux de dommages à différents temps post-stress. Le recouvrement 
de l’ADN intact ou la disparition des lésions de l’ADN reflète la réparation des lésions introduites. 
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Détection de cassures de brins  
La modification de la structure chimique de l’ADN la plus facilement détectable est la 
rupture de l’une ou des deux chaînes de la biomolécule. Plusieurs techniques ont été développées 
dans les années 60-70 utilisant la propriété de perturbation de l’ADN en conditions plus ou moins 
dénaturantes de la double hélice. Citons pour exemple le test Halo, l’élution alcaline, le déroulement 
alcalin, ou encore le test des comètes.  
 
Le test Halo a été décrit pour la première fois en 1965 par Vinograd et al. et adapté à la 
détection de la réparation de l’ADN suite à une irradiation par Roti Roti et al. [626, 627]. Brièvement, 
une suspension cellulaire est déposée dans un gel d’agarose entre deux lames couvrantes. Après 
polymérisation, la lame supérieure est retirée et le gel est plongé dans une solution de lyse afin de ne 
laisser que le nucléoïde sous sa forme compacte. Finalement, la lame est plongée dans une solution 
saline et l’ADN est marqué par de l’iodure de propidium ou d’éthidium. Le terme « Halo » fait 
référence à la forme circulaire diffuse du nucléoïde après ce traitement. En effet, les fragments 
d’ADN diffusent de façon radiale à travers les pores du gel grâce à la force osmotique. La distance de 
migration est inversement proportionnelle à la taille des fragments. Pour détecter les cassures simple 
brin et les sites alcali-labiles, ce test a été modifié par l’utilisation d’un tampon alcalin (pH>12) dans 
la dernière étape. Le pH élevé permet d’augmenter la distance de migration de l’ADN alors dénaturé 
et de révéler les sites alcali-labiles. Ce test a permis de détecter la réparation de lésions suite à un 
traitement oxydatif (H2O2) ou alkylant (MMS) [628, 629]. Cette technique possède l’avantage d’être 
très rapide et économique. De plus, elle permet la visualisation des cassures de brin sur cellule 
unique.  
Le test des comètes, ou « single cell gel electrophoresis » (SCGE), utilise un principe de 
séparation des fragments d’ADN comparable au test Halo (Figure 18). De la même façon les cellules 
traitées ou non sont remises en suspension, immobilisées dans une matrice d’agarose sur lame de 
microscope puis lysées, exposant ainsi l’ADN nucléaire superenroulé à l’intérieur du gel. Dans la 
version standard développée par O. Ostling et K. J. Johanson, le nucléoïde ainsi libéré est soumis à 
une électrophorèse en condition neutre, puis est marqué avec un intercalant de l’ADN fluorescent 
(communément du bromure d’éthidium ou du DAPI) [630]. Dans ces conditions, les fragments d’ADN 
et les boucles relâchées par la présence de cassures de brin migrent et s’éloignent du nucléoïde 
dessinant ainsi la queue d’une comète. L’électrophorèse en conditions alcalines, imaginée par Singh 
et al. en 1988, permet d’augmenter le degré de relaxation de l’ADN (visuellement, d’augmenter la 
longueur de la queue de la comète) et permet de révéler les sites alcali-labiles, notamment les sites 
abasiques [631]. Ce test des comètes « amélioré » est probablement un test de détection des 
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dommages et de la réparation de l’ADN in cellulo des plus utilisés, encore actuellement, notamment 
de part sa flexibilité, son faible coût et sa rapidité relative. De nombreuses modifications du 
protocole ont permis d’augmenter la versatilité de ce test. La réparation des cassures de brin a été 
étudiée par la mesure des fragmentations de l’ADN à différents temps post-traitement avec la 
bléomycine ou des radiations ionisantes. L’utilisation d’enzymes spécifiques de certaines lésions 
avant l’étape de migration permet de convertir ces dernières en cassures simple brin de façon à les 
révéler. Aussi, l’endonucléase III est utilisée pour détecter les pyrimidines oxydées, la 
formamidopyrimidine glycosylase (Fpg) pour détecter les produits d’oxydation de la guanine, la T4 
endonucléase V pour révéler les dimères de pyrimidines, AlkA incise l’ADN au niveau des 3-
méthyladénines, UDG excise les bases uracile de l’ADN avant que les sites AP ne soient clivés en 
conditions alcalines [632-638]. Dans cette modification de la méthode, la spécificité de chaque 
enzyme doit être questionnée.  
 
Traitement
(dommages de l’ADN)
Dépôt / Lyse 
des cellules
Tête Queue
Electrophorèse
Marquage de l’ADN
Incubation NaOH
Marquage de l’ADN
Contrôle négatif
Contrôle négatif
Test des comètes
Test du Halo
Lame de verre
 
Figure 18: Principe de détection des cassures de l'ADN par le test des comètes ou le test Halo.  
 
 
La méthode des comètes a également été utilisée pour mesurer directement les coupures de 
l’ADN issues d’une activité de la réparation. Dans ce cas, les cellules sont traitées avec un agent qui 
ne génère pas de cassures de brin tel que les UVC ou encore la bléomycine. Dans cette approche, les 
cassures de brin observées dans la queue de la comète correspondent à l’incision des lésions 
générées par les activités NER principalement [639, 640]. Aussi, l’emploi d’inhibiteurs des 
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polymérases (e.g. l’aphidicoline) induit l’accumulation de sites de réparation incomplète permettant 
d’augmenter la sensibilité du test [641, 642]. La SCGE est donc très adaptable et permet de mesurer 
diverses activités de réparation suite à des traitements hétéroclites, sans extraction ni digestion de 
l’ADN. Bien que fiable et très sensible, la méthodologie du test des comètes conduit à de grandes 
variations intra et inter-individus dans plusieurs études épidémiologiques, traduisant le besoin 
d’augmenter la reproductibilité des mesures. Le test nécessite peu de cellules permettant l’étude des 
capacités de réparation d’individu à partir de lymphocytes facilement prélevables [643-645]. En 
revanche, des efforts restent à fournir pour augmenter la capacité de parallélisation et 
d’automatisation de la méthode en vue d’expériences à haut débit [615, 646]. 
 
En 1973, Kohn et al. publient une nouvelle méthode de détection qualitative des cassures de 
brin et des sites alcali-labiles par extension [647]. Cette technique, nommée élution alcaline, est 
basée sur la différence de temps d’élution des fragments d’ADN nucléaire à travers un filtre. Pour 
cela les cellules sont cultivées en présence de nucléotides radiomarqués ([14C]dT ou [3H]dT) qui vont 
s’incorporer dans l’ADN. Une fois marquées puis traitées par l’agent mutagène, les cellules sont 
lysées sur le filtre de sorte que seul l’ADN soit retenu et que les autres constituants cellulaires soient 
éliminés par rinçage. Finalement, l’ADN est élué avec une solution concentrée d’hydroxyde de 
sodium (0.1 N) délivrée par une pompe péristaltique et les différents fragments sont détectés grâce à 
un compteur à scintillation. Ce test fiable et reproductible a permis de détecter la réparation des 
dommages causés par les rayons X ou γ, un stress oxydant ou un agent alkylant [648-651]. Pflaum et 
al. ont modifié ce test en introduisant une étape de digestion de l’ADN par la Fpg de façon à révéler 
les lésions oxydatives, notamment la 8-oxodésoxyguanosine [649, 652]. Cette technique possède 
l’avantage de ne nécessiter que peu de cellules (106). Toutefois, l’analyse est limitée à un nombre 
restreint d’échantillons et est difficilement automatisable.  
En 1973 toujours, G. Ahnstrom et al. ont développé un test de détection des cassures de brin 
basé sur le déroulement de l’ADN en condition alcaline (« alkaline unwinding ») [653]. Le principe 
repose sur l’observation que la présence d’interruptions dans la double hélice accélère la 
dénaturation (le déroulement) de l’ADN dans des conditions de pH et de température contrôlées. Le 
protocole standard consiste à isoler l’ADN cellulaire par la lyse des cellules puis à le soumettre à une 
dénaturation partielle dans un tampon alcalin. Après la neutralisation de la solution, l’ADN est 
fragmenté par sonication et stabilisé avec une solution de dodécylsulfate de sodium (SDS). Les 
fragments sont chromatographiés sur une colonne d’hydroxyapatite [654]. Les éluats sont finalement 
marqués, classiquement avec un fluorochrome intercalant, avant d’être analysés. L’incubation des 
nucléoïdes avec la Fpg avant le traitement alcalin permet, comme pour les autres méthodes, de 
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détecter les lésions oxydatives et leur réparation en récoltant les cellules à différents temps post-
stress [655].  
Une adaptation simplifiée de cette méthode s’affranchit de l’étape d’élution. L’analyse 
fluorimétrique du déroulement de l’ADN (« fluorometric analysis of DNA unwinding », FADU) utilise 
la différence d’intensité de fluorescence du bromure d’éthidium ou d’autres intercalants de l’ADN 
(SYBR Green®), plus spécifiques du double brin que du simple brin d’ADN [656]. Ainsi,  la 
quantification de la fluorescence après le traitement alcalin entre un échantillon traité et non traité 
permet de mesurer le taux de cassures de brin, ou de lésions. Cette méthode a été adaptée à un test 
haut débit en plaque 96 puits avec l’utilisation d’un nombre limité de cellules (≈ 10 000). Toutefois, la 
spécificité de ce test reste modeste, du fait que les cassures observées proviennent à la fois du 
traitement subit par les cellules mais aussi des activités de la réparation. 
 
Techniques chromatographiques 
Un autre moyen d’analyser les dommages de l’ADN est de détecter directement les bases 
endommagées. Les méthodes détaillées ci-après nécessitent l’extraction et la digestion de l’ADN 
cellulaire. Les bases, nucléosides, ou nucléotides en mélange peuvent être purifiés avant d’être 
finalement séparés par chromatographie et détectés par radioactivité, électrochimie ou encore par 
spectrométrie de masse (Figure 19).  
La technique du post-marquage au phosphore 32, développée initialement par l’équipe de R. 
Randerath, permet la détection des adduits stables de l’ADN avec divers agents génotoxiques [657]. 
L’ADN, une fois isolé, est digéré enzymatiquement en nucléosides 3’-monophosphate. Ces derniers 
sont subséquemment phosphorylés à l’extrémité 5’ par la T4 polynucléotide kinase (T4-PNK) en 
présence de [γ-32P]ATP avant d’être séparés par chromatographie sur couche mince bidimensionnelle 
et détectés par autoradiographie. Plusieurs modifications de ce test ont été employées afin 
d’augmenter la sensibilité de la méthode (détaillé dans [658]): l’enrichissement en adduits 
radiomarqués est rendu possible par la post-incubation des produits de digestion de l’ADN avec la 
nucléase P1 [659]. Cette enzyme déphosphoryle l’extrémité 3’ des nucléotides normaux qui ne sont 
alors plus substrats pour la T4-PNK. L’étape de radiomarquage permet donc de n’étiqueter que les 
nucléotides modifiés. Une seconde procédure d’enrichissement exploite les propriétés hydrophobes 
de certains adduits à l’ADN (avec des carcinogènes) qui peuvent être isolés du pool de nucléotides 
normaux par extraction dans le butanol en présence d’un agent de transfert de phase (chlorure de 
tétrabutylamonium) [660]. Le remplacement de la chromatographie sur couche mince par la 
chromatographie liquide haute performance (« high performance liquid chromatography », HPLC) 
couplée à un compteur à scintillation en ligne a permis d’accélérer et de rendre la quantification des 
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adduits plus précise [661, 662]. Le post-marquage au phosphore 32 a été utilisé pour mesurer la 
réparation in vivo des éthènobases (εA εC) [107], des adduits de l’oxyde de propylène [663] ou 
encore des dimères de pyrimidines [664]. Cette technique est l’une des méthodes d’analyse des 
dommages à l’ADN les plus sensibles (1 lésion détectée pour 109-1010 nucléotides normaux) et 
n’exige que très peu d’ADN (1-10 µg). De plus, le fait de marquer les nucléotides suite à l’exposition 
avec le composé non radiomarqué confère une grande versatilité à ce procédé pour la détection de 
centaines d’adduits, bien que le nombre d’échantillons pouvant être analysés est limité par le temps 
nécessaire aux différentes étapes de digestion, de purification, de marquage et de chromatographie. 
L’emploi de la radioactivité nécessite également des locaux et des équipements adaptés. Afin de 
s’affranchir de l’utilisation d'une source radioactive, le post-marquage avec un composé fluorescent 
détecté par HPLC a également été développé [665-667]. 
Certaines lésions de l’ADN présentent des propriétés physico-chimiques qui permettent leur 
détection spécifique en mélange [668]. Pour exemple, la 8-oxoguanine présente un potentiel 
d’oxydation plus faible que les autres bases et peut être mesurée par HPLC couplée à une détection 
électrochimique (HPLC-EC) [669-671]. Les lésions 5-hydroxy-2’-désoxycytidine (5-OHdC), 5- hydroxy-
2’-désoxyuridine (5-OHdU) et 5,6-dihydroxy-5,6-dihydro-2'-désoxyuridine (dUg) sont également 
électroactives ce qui a permis leur détection et l’analyse de leur réparation dans différents organes 
[48]. Bien que cette méthode soit sensible (1 lésion pour 108 nucléotides non modifiés) et limite 
l’oxydation de la guanine lors de la préparation de l’échantillon, elle reste limitée à l’analyse de la 
réparation de quelques lésions spécifiques [672]. 
En revanche, le remplacement de la détection électrochimique par une détection par 
spectrométrie de masse a permis d’augmenter la versatilité de cette approche chromatographique, 
sans pour autant sacrifier la sensibilité. La spectrométrie de masse permet également l’identification 
structurale des adduits mesurés.  
La chromatographie en phase gazeuse couplée à une détection en spectrométrie de masse 
(GC-MS) permet de mesurer le taux de bases modifiées telles que la 8-oxoguanine, les 
formamidopyrimidines (FAPyA et FAPyG) ou encore des produits d’alkylation [669, 670, 673-675]. 
Cette technique requiert dans un premier temps la libération des bases de l’ADN par une hydrolyse 
en conditions acides. Une dérivation de l’échantillon par silylation des bases est nécessaire pour 
optimiser la chromatographie. Cette étape, impliquant un chauffage prolongé de l’échantillon, est 
responsable de l’oxydation non désirée des bases (notamment de la guanine) induisant une 
surestimation de ces lésions lors de l’analyse [676, 677]. La pré-purification des bases oxydées par 
HPLC ou par chromatographie d’immuno-affinité permet de limiter la formation artéfactuelle de 8-
oxoguanine [678]. A l’instar de l’HPLC-EC, la GC-MS est appropriée à la détection directe des bases 
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modifiées excisées par les glycosylases du système BER [679]. Toutefois, la pré-purification 
nécessaire des adduits rend l’analyse en routine fastidieuse. 
A la fin des années 90, l’avènement de l’HPLC couplée à la détection par spectrométrie de 
masse (HPLC-MS) a permis de pallier aux limitations de la chromatographie en phase gazeuse (i.e. la 
dérivation nécessaire de l’échantillon et l’auto-oxydation résultante de cette étape) [680]. Cette 
technique combine la facilité d’utilisation et le grand pouvoir résolutif de l’HPLC à la sensibilité et la 
versatilité de la spectrométrie de masse en ionisation électrospray (ESI-MS). L’échantillon d’ADN 
extrait est hydrolysé enzymatiquement ou chimiquement. Le mélange de nucléosides ou de bases 
obtenu est séparé avec la méthode appropriée par HPLC et l’éluat est directement dirigé vers le 
spectromètre de masse. Le mode tandem (HPLC-MS/MS), aujourd’hui largement utilisé pour la 
détection des dommages de l’ADN, a grandement amélioré la sensibilité et la spécificité de la 
méthode de détection par l’analyse de la fragmentation de l’ion pseudomoléculaire d’intérêt (c.f. 
[681-683] pour revue). En outre, l’emploi de nucléosides analogues marqués isotopiquement permet 
une quantification précise des adduits [680, 684]. La mesure des lésions générées à différents temps 
post-stress (in vivo ou in cellulo) donne l’accès aux cinétiques de réparation de ces dommages [684, 
685]. Egalement, le dosage de certains adduits tels que la 8-oxoguanine, le glycol de thymine ou la 5-
méthylcytosine directement dans les urines donne des informations sur l’excision de ces bases par 
les systèmes de réparation de l’ADN [686, 687]. 
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Figure 19: Techniques chromatographiques appliquées à la détection des adduits de l'ADN. 
 
Techniques immunologiques 
 
Dans certains cas, il est possible de produire des anticorps reconnaissants spécifiquement 
une base ou un nucléoside lésé. Ces anticorps sont utilisés en immunohistochimie pour détecter 
directement les dommages de l’ADN sans extraction ni hydrolyse de la biomolécule. La détection se 
fait le plus souvent avec un anticorps secondaire radiomarqué, fluorescent ou conjugué à une 
enzyme (peroxydase de raifort). Des anticorps, aujourd’hui disponibles commercialement, ont été 
développés contre un large panel d’adduits ADN-carcinogène aussi bien que contre les lésions UV ou 
certaines lésions oxydatives ou alkylées, permettant également d’étudier leur réparation in cellulo 
[688-694]. D’autres techniques in vitro utilisent des anticorps mono- ou polyclonaux pour détecter 
ces dommages de l’ADN (pour revues, voir [695, 696]). Ces techniques souffrent toutefois d’un 
manque de spécificité dû à des réactions croisées entre l’anticorps et les nucléotides normaux [697, 
698]. 
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6.2.c. Transfection d’un vecteur exogène lésé 
Les méthodes décrites précédemment ne déterminent qu’indirectement les capacités de 
réparation d’un individu, d’un tissu ou d’une cellule. La construction de sondes ADN lésées a 
supporté le développement de différents tests dédiés à la détection de la réparation de l’ADN in 
cellulo. L’avantage de l’utilisation de vecteurs exogènes est que l’ADN cellulaire n’est pas soumis à un 
traitement génotoxique pouvant altérer les capacités de réparation intrinsèques de la cellule. Cela 
permet également de minimiser les effets cytotoxiques de certains carcinogènes. Toutefois, la 
vectorisation de ces sondes (transfection) peut modifier le métabolisme cellulaire, introduisant un 
biais dans les résultats. L’utilisation de contrôles appropriés, comme dans toute méthode d’analyse, 
est donc indispensable. 
 
Test de réactivation en cellule hôte 
Le test de réactivation en cellule hôte (« host-cell reactivation », HCR), utilise la capacité de 
certaines lésions à bloquer la transcription. Ces lésions sont introduites par un traitement spécifique 
dans un plasmide exprimant un gène rapporteur. Une fois purifiés, ces plasmides sont transfectés 
dans la cellule hôte où la réparation des dommages conduit à la réactivation de l’expression de ce 
gène. Les cellules sont finalement lysées avant d’analyser l’activité de la protéine produite par 
l’addition de son substrat, transformé en produit visualisable (Figure 20). Initialement, le gène 
rapporteur codait pour la chloramphénicol acétyltransférase qui catalyse la substitution de 
l’acétylCoA tritié par le chloramphénicol [699]. Dans ce cas, l’extraction du chloramphénicol acétylé 
est indispensable avant de mesurer ce produit par scintigraphie. Des tests fluorescents, luminescents 
ou colorimétriques ont donc été imaginés, utilisant le gène codant pour la « Green Fluorescent 
Protein » (GFP), la luciférase ou la β-galactosidase [700-702]. Cette méthode rapide mais fastidieuse 
à mettre en place a permis de mesurer la réparation des lésions UV, des adduits du cis-platine, de 
dommages oxydatifs (8-oxoG, Tg), de sites abasiques ou encore de cassures simple brin [702-706]. De 
plus l’introduction de lésions spécifiques au sein des plasmides n’est pas toujours évidente et 
reproductible, de même que le nombre de lésions et leur localisation est difficilement contrôlable. 
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Figure 20: Principe de détection de la réparation par le test de réactivation (d’un gène) en cellule hôte (HCR)..  
 
 
Transfection d’un plasmide lésé 
Dans l’optique de pallier à cette limitation, l’introduction d’une lésion unique dans un 
plasmide peut être réalisée par ligation sélective d’un oligonucléotide synthétique. Généralement, la 
lésion est insérée dans un site de restriction et bloque la coupure par l’enzyme correspondante. Le 
test est ensuite très similaire à la technique HCR. Brièvement, les plasmides sont transfectés, purifiés 
à un temps donné puis digérés par l’enzyme de restriction. Les fragments sont finalement analysés 
par électrophorèse sur gel d’agarose. La réparation de la lésion conduit à la restauration du site de 
restriction et donc à l’apparition d’une bande correspondant au produit de digestion. Ainsi, la 
spécificité et la capacité de glycosylases bactériennes telles que Fpg, MutY ou Nth à réparer diverses 
lésions (8-oxoG, DHT, U seules ou en cluster) ont pu être évaluées [707-710]. 
 
Transfection de sondes oligonucléotidiques 
Dans le but de développer une méthode de détection continue qui autorise la mesure 
d’activités enzymatiques de réparation de l’ADN, des sondes oligonucléotidiques particulières ont été 
développées : les « molecular beacons » (traduit par balise moléculaire), qui seront développées 
dans la suite de ce chapitre (cf. § I.6.3.c). Brièvement, une lésion de choix est introduite 
sélectivement dans la structure double brin d’un oligonucléotide auto-complémentaire. Les deux 
extrémités de cette même sonde sont marquées par un fluorophore et par un quencher. Dans cette 
configuration, le fluorophore n’émet pas de photon mais transfert l’énergie absorbée vers le 
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quencher, qui lui-même se désexcite de façon non radiative. Les sondes lésées pro-fluorescentes 
sont transfectées et l’activité de réparation conduisant à la coupure de la sonde au niveau de la 
lésion induit la déshybridation de la structure. Ce phénomène se traduit par une apparition de 
fluorescence du fait de l’éloignement des deux chromophores. En 2004, Maskimenko et al. 
visualisent par microscopie de fluorescence la réparation de l’uracile, de l’inosine et de sites 
abasiques grâce à la transfection des molecular beacons adaptés dans des cellules HeLa [711]. Ils 
relatent également l’inhibition de l’AAG in cellulo par l’éthènocytosine en utilisant une sonde 
contenant la lésion hypoxanthine [712]. Plus récemment, d’autres études similaires ont permis la 
détection de la réparation du thymine glycol et de la 8-oxoguanine [713-715]. 
 
 
Réparation
(excision/incision)
« Molecular beacon »
Transfection
Fluorophore Quencher
 
Figure 21: Principe de la détection d'activités de réparation de l'ADN par la transfection de molecular 
beacons.  
 
 
La liste ci-dessus n’est pas exhaustive et plusieurs autres techniques ont été développées 
pour étudier la réparation de l’ADN in cellulo. Citons pour exemple la synthèse d’ADN non 
programmée (« Unscheduled DNA Synthesis », UDS) permettant d’étudier la réparation globale par 
excision de nucléotides via l’incorporation de nucléotides radiomarqués durant l’étape de resynthèse 
[716-718]. Egalement, les sondes ARP (« aldehyde reactive probe ») ont permis la détection des sites 
abasiques in cellulo et in vivo par luminescence ou tomographie à émission de positrons [719, 720].  
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6.3. Détection in vitro 
Les méthodes de détection in cellulo présentent l’avantage de mesurer les activités de 
réparation à l’échelle de la cellule, en intégrant l’ensemble des processus métaboliques. 
Réciproquement elles ne permettent pas d’étudier une protéine de réparation unique. En outre, ces 
méthodes sont souvent peu spécifiques et/ou longues et représentent un coût élevé. La 
strandardisation et la normalisation des données obtenues entre différentes lignées cellulaires 
peuvent également être un frein pour de tels développpements. En revanche, la mesure d’activités 
de réparation à partir d’enzymes purifiées ou d’extraits cellulaires permet de remédier à ces 
difficultés. La disponibilité des enzymes purifiées permet la spécification de leur(s) activité(s). Aussi, 
l’étude des capacités de réparation d’extraits cellulaires simplifient les méthodes d’analyses, grâce 
notamment, au développement de protocoles d’extraction des protéines standardisés. 
 
6.3.a. Test des comètes in vitro 
Le test des comètes décrit précédemment (6.2.b) était initialement destiné à mesurer les 
capacités de réparation de cellules soumises à un stress. Une modification de cette méthode par 
Collins et al. applique le principe de ce test pour mesurer les capacités de réparation d’un extrait 
cellulaire en utilisant pour substrat les nucléoïdes, endommagés immobilisés dans la matrice 
d’agarose [721]. Dans cette configuration, les lésions générées dans l’ADN du nucléoïde sont prises 
en charge par les protéines de réparation contenues dans l’extrait cellulaire, qui génèrent des sites 
abasiques et des cassures de brin subséquemment détectées par électrophorèse couplée à un 
marquage fluorescent de l’ADN. Au cours du temps, la disparition de queue de la comète est 
interprétée comme une réparation complète par le BER ou le NER [638, 722-724]. Cette méthode 
permet de mesurer les capacités de réparation globales de l’extrait cellulaire. Notons que l’inhibition 
des activités polymérases (par l’aphidicoline par exemple) permet de ne visualiser que les étapes 
précoces d’excision et d’incision qui mènent à une accumulation de sites alcali-labiles et de coupures 
de brin [724]. En revanche, la question de l’activité des enzymes ciblées au sein du gel d’agarose doit 
être adressée. En outre, cette technique ne donne pas d’information sur la fidélité de la réparation. 
 
6.3.b. Test excision/ resynthèse 
Une autre technique permettant de détecter la réparation par excision dans son ensemble 
(BER ou NER) consiste à visualiser la réincorporation de nucléotides marqués dans un substrat 
initialement lésé (plasmide ou oligonucléotide) [725]. Dianov et al. ont démontré que la réparation 
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de l’uracile contenue dans un oligonucléotide double brin par des extraits bactériens ou de cellules 
humaines, en présence des 4 [α-32P]dNTPs, a majoritairement lieu par la voie du SP-BER [726]. En 
effet, la digestion de l’oligonucléotide par une enzyme de restriction suivi d’une électrophorèse sur 
gel de polyacrylamide démontre que seul un nucléotide est incorporé lors de la réparation. Stuart et 
al. examinent les capacités d’excision/resynthèse de lysats mitochondriaux. L’utilisation du seul dCTP 
radioactif permet de s’assurer de la fidélité de la réparation [727]. 
Des études similaires utilisant un plasmide lésé co-incubé avec un plasmide contrôle de taille 
différente en présence d’un extrait cellulaire et des dNTPs radioactifs ont reporté la détection de la 
réparation par digestion enzymatique des plasmides couplée à une électrophorèse sur gel révélée 
par autoradiographie [354, 728-730]. Notons que les plasmides lésés peuvent être synthétisés par 
traitement avec un agent génotoxique (cis-platine, tétroxyde d’osmium, photosensibilisateur, UV,…) 
ou par ligation d’un oligonucléotide synthétique contenant une lésion spécifique. Dans ce deuxième 
cas, le nombre et la structure des lésions sont parfaitement contrôlés.  
En 1999, B. Salles et ses collaborateurs publient un test de détection de la réparation de la 8-
oxoguanine et de diverses lésions oxydatives [731, 732]. Dans ce test, surnommé « 3D » (pour 
« Damage DNA Detection assay »), les plasmides sont d’abord adsorbés sur la matrice polylysine 
d’une plaque multipuits avant d’être endommagés par un traitement approprié. Ce substrat est alors 
incubé avec un extrait nucléaire avec du dUTP biotinylé. Ce nucléotide, incorporé lors de la 
réparation, est révélé par luminescence avec de l’avidine couplée à la peroxydase de raifort en 
présence de luminol. L’immobilisation de sondes présente des avantages considérables. D’une part, 
cela autorise le lavage des plasmides entre les différentes étapes de traitement / réparation / 
révélation. D’autre part, elle permet de s’affranchir des étapes fastidieuses d’extraction des sondes 
et de leur séparation par électrophorèse. Il en résulte que ce test, comme la plupart des tests 
supportés décrits par la suite, rend possible une analyse multiplexée et parallélisée de plusieurs 
activités de réparation spécifiques.  
Plus récemment, une « puce plasmides » dédiée à l’étude de la réparation de l’ADN a été 
développée au laboratoire [733] : différents lots de plasmides comportant diverses lésions (lésions 
UV, adduits du cis-platine, 8-oxoguanines, pyrimidine glycols, sites abasiques…) sont préalablement 
préparés et purifiés. Ils sont ensuite immobilisés sur lames de verre, permettant l’obtention d'une 
puce multiplexe. Celle-ci est incubée avec l’extrait cellulaire et du dCTP ou dGTP fluorescents. Après 
lavage de la lame, la fluorescence incorporée, proportionnelle à la réparation du dommage, est 
quantifiée par un scanner de fluorescence.  
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6.3.c. Mesure d’activités de coupure de l’ADN (excison/incision) 
A présent, nous allons décrire les méthodes de détection spécifiques des activités N-
glycosylases et AP-endonucléases qui font l’objet de ce travail de thèse.  
Détection de l’excision de lésions radiomarquées 
Dans ce but, la détection des bases marquées excisées par les ADN N-glycosylases permet de 
mesurer spécifiquement l’activité enzymatique de ces protéines. Les glycosylases procaryotes ou 
eucaryotes spécifiques de l’uracile ont été intensivement étudiées par ce biais [436, 734-737]. 
Classiquement, de l’ADN nu (de thymus de veau) est modifié par déplacement de brèche (« nick-
translation ») qui permet l’incorporation d’uraciles tritiées dans le double brin. L’activité glycosylase 
est quantifiée par radioactivité après élimination de l’ADN substrat (sur papier Whatman® par 
exemple). L’activité Aag a été étudiée selon un protocole analogue avec pour substrat de l’ADN de 
thymus de veau traité au MMS tritié [738-740]. L’incorporation de [3H] désoxyinosines dans un 
oligonucléotide simple ou double brin a permis d’évaluer la spécificité de cette même enzyme [741]. 
Cette méthode, bien que sensible, n’est pas appropriée à une analyse haut débit en routine du fait 
de l’utilisation de la radioactivité et de la préparation du substrat délicate à reproduire.  
La spectrométrie de masse pallie à ces limitations grâce à un système automatisé. En outre, 
l’analyse des bases endommagées relarguées par les glycosylases par HPLC-MS/MS dispense du 
marquage de l’ADN [742, 743].  
Détection par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
Quelle que soit la lésion initiale, la réparation par excision de base génère systématiquement 
un intermédiaire de type cassure de brin (cf. § I.5.1). Le clivage peut résulter soit de l’action conjointe 
d’une glycosylase monofonctionnelle et de l’AP-endonucléase, soit de l’activité lyase d’une 
glycosylase bifonctionnelle. Moult méthodes de mesure des activités enzymatiques précoces du BER 
sont basées sur la détection de ce clivage spécifique.  
Au début des années 90, le clivage d’un oligonucléotide lésé marqué radioactivement s’est 
rapidement imposé comme une technique de référence pour l’étude systématique des activités et de 
la spécificité des ADN N-glycosylases et AP-endonucléases [370]. L’ODN est synthétisé chimiquement 
rendant possible l’incorporation d’une lésion unique à une position définie. Après purification, celui-
ci est marqué au phosphore 32 par la T4-PNK puis hybridé avec son complémentaire. Ce substrat est 
alors incubé avec des enzymes purifiées ou des extraits cellulaires. Les sites abasiques générés 
peuvent être clivés chimiquement (NaOH ou pipéridine concentrée) ou bien in situ par la présence 
d’une AP-endonucléase. L’incision du duplexe est finalement analysée par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide et les fragments sont révélés par autoradiographie. Quelques études utilisant ce test 
de détection sont reportées dans le Tableau 4. Cette méthode donne l’accès aux constantes 
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enzymologiques (le turnover de l’enzyme, sa constante d’affinité, de dissociation,…) du fait que la 
concentration en substrat est connue et que l’analyse par PAGE permet de quantifier à la fois l’ODN 
de départ et le fragment issu de la coupure. De plus, le test est extrêmement sensible (> 1 fmol de 
produit détectée) et ne nécessite que très peu de substrat (20 fmol à quelques pmol). Néanmoins, 
l’utilisation de la radioactivité et la faible possibilité de multiplexage a encouragé le développement 
de nouvelles méthodes de détection.  
Une bonne alternative à la radioactivité est la fluorescence qui, bien que n’atteignant que 
rarement la sensibilité de l’autoradiographie, est aujourd’hui un marquage de choix pour s’affranchir 
des contraintes liées à l’emploi de radioisotopes (matériel et laboratoire dédié, coût, risque, gestion 
des déchets, décroissance) [744]. La détection par fluorescence présente deux autres avantages 
majeurs : le marquage des sondes peut être réalisé durant leur synthèse grâce à la disponibilité de 
synthons fluorescents ; contrairement au marquage au phosphore 32, la fluorescence est appropriée 
à une analyse haut débit. Egalement, certaines propriétés propres à la fluorescence sont 
intéressantes pour mettre au point des tests de détection multiplexés, rapides et simples.  
Détection en solution  
Par ailleurs, le quenching de fluorescence a été mis à profit pour la conception d’une 
nouvelle génération de sondes permettant la détection de l’initiation de la réparation en temps réel. 
Le quenching fait référence à un ensemble de processus physico-chimiques résultant en une 
diminution de la fluorescence (cf. Encart 2). Parmi ces processus, citons le transfert d’énergie de 
fluorescence par résonance (« Fluorescence Resonance Energy Transfer », FRET) ou le quenching de 
contact qui sont les mécanismes prédominants dans les sondes décrites ci-après. Dans cette 
configuration, un second chromophore (« quencher ») est introduit sur le brin complémentaire, en 
face du fluorophore de façon à inhiber l’émission de fluorescence. L’excision/incision du dommage 
conduit à la déshybridation des deux brins, donc à une augmentation de l’intensité de fluorescence 
consécutive à l’éloignement du fluorophore et du quencher. La pro-fluorescence de ces molécules 
permet de s’affranchir de l’étape de séparation des fragments d’ADN par électrophorèse ou 
chromatographie. Le phénomène biologique initiant la séparation des chromophores est directement 
analysé en solution. Ces sondes ont ainsi été utilisées pour la détection d’activités enzymatiques très 
diverses telles des ADN N-glycosylases [745], des enzymes de restriction [746], des hélicases [747], 
des méthylases [748] ou encore l’intégrase du virus de l’immunodéficience humaine [749]. Un 
criblage haut débit d’une banque de molécules avec une sonde substrat de APE1 a permis 
l’identification du CRT0044876 comme inhibiteur de cette enzyme, avec, aujourd’hui, des 
applications potentielles en clinique (cf. § I.5.8 et [750, 751]).  
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La luminescence est un phénomène physique 
par lequel une molécule émet de la lumière après passage 
de ses électrons périphériques dans un état excité, 
provoqué par un facteur physique (absorption de lumière), 
mécanique (friction) ou encore chimique. La 
photoluminescence est une composante de la 
luminescence et correspond à la propriété de certaines 
molécules à absorber la lumière à certaines longueurs 
d’onde et à la réémettre avec une énergie plus faible. Si l’on 
étudie le diagramme de Jablonsky simplifié (cf. ci-après), on 
observe qu’une molécule possède des niveaux d’énergies 
électroniques multiples (S), avec S0 correspondant à l’état 
fondamental. Chaque niveau d’excitation électronique est 
lui-même subdivisé en sous-niveaux d’énergie 
vibrationnelle et rotationnelle. Lors de l’interaction avec 
une onde électromagnétique, la molécule est capable 
d’absorber l’énergie d’un photon adéquate, se traduisant 
par le passage d’un électron vers une orbitale moléculaire 
non occupée, le plus souvent un état singulet (transition S0 
vers S1 par exemple, ). La désexcitation de la molécule 
peut avoir lieu suivant plusieurs processus non radiatif 
(émission de chaleur par conversion interne ou externe,) 
ou radiatif (émission d’un photon). Dans ce second cas ou 
distinguera la fluorescence de la phosphorescence : la 
fluorescence est la propriété de la molécule à se désexciter 
par l’émission quasi immédiate (quelques nanosecondes) 
d’un photon à partir de l’état excité singulet (). Ce retour 
à état fondamental se fait toujours à partir de l’état excité 
de plus faible énergie vibrationnelle (règle de Kasha). Cela 
explique à la fois le fait que le photon émis soit de plus 
faible énergie que le photon absorbé et que le spectre 
d’émission soit symétrique au spectre d’excitation. La 
phosphorescence implique le passage de l’état excité 
singulet vers un état excité triplet, par conversion 
intersystème (CIS,). Contrairement à la fluorescence, il a 
un changement de la multiplicité de spin. La désexcitation 
par émission d’un photon est retardée du fait de la stabilité 
de cet état électronique (). 
Le quenching provient de mécanismes qui 
rentrent en compétition avec la fluorescence et résulte en 
un affaiblissement de l’émission de fluorescence. Un de ces 
mécanismes est le transfert d’énergie de fluorescence par 
résonance (FRET). Lors de ce processus non radiatif, 
l’énergie accumulée par la molécule fluorescente (donneur) 
atteint le niveau d’énergie de l’électron d’une autre 
molécule (accepteur). En fonction de la distance de ces 
molécules et de l’orientation des dipôles, l’énergie de l’état 
excité du donneur est transféré à l’accepteur. En 
conséquence, le fluorophore retourne à l’état fondamental, 
sans émettre de photon. Si l’accepteur est un fluorophore, 
celui-ci est capable d’émettre à son tour un photon de plus 
faible énergie. S’il n’est pas fluorescent, l’énergie est 
finalement dissipée sous forme de chaleur. Le quenching de 
contact (ou statique) est un second mécanisme de 
quenching de fluorescence. Dans ce cas, le fluorophore 
forme un complexe non-fluorescent avec une autre 
molécule (quencher).Lorsque ce complexe absorbe 
l’énergie lumineuse, celui retourne immédiatement à l’état 
fondamental sans émettre de photon .  
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Référence             Marquage                 Lésions                            Cible                          Support                                            
32P370 8oxoG, 8oxoA, THF Fpg
32P752 8oxoG HeLa
32P753 U, 8oxoG, Tg Cellules CS-B 
déficientes
32P26 Hx Aag
32P448 DHT, 5-OHC, Tg, 
cycloG, cycloA
Fpg, EndoIII
32P73 8MeG AlkA, HeLa, CHO
32P754 8oxoG Cerveaux de rats
32P617 8oxoG Poumons humains
32P755 Pyrimidine oxydées NEIL1
32P756 THF, 8oxoG, U Cerveaux de rats
32P757 Hx, εC Aag
32P758 DHT, Tg, 5OHC Fpg, EndoIII
32P357 U SMUG1
32P759 εA, εG Poumons, leucocytes 
humains
32P760 Z NEIL1, NTH1
HEX761 8oxoG, THF OGG1, APE1, HeLa,…
FITC762 8oxoG OGG1, MCF-7
cy5763 8oxoG MEF (OGG1 +/+ ou -/-)
TMR/Dab745 PolyU UDG, A549
FAM /Dab764 THF APE1
FITC /Dab711 U, Hx, THF MEF
FAM /Dab712 Hx AAG
FAM /Dab ou 
cy5/BHQ2
714 Tg, DHT EndoIII, NTH1
TMR /Dab765 U SMUG1
FAM /Dab766 Tg, U, 8oxoG, THF Enzymes purifiées ou 
extraits cellulaires
PE771 U, 8oxoG, Hx, εA, F Enzymes purifiées ou 
extraits cellulaires
cy3772 Tg, THF, U HeLa
(HP) cy3773 THF, U, 8oxoG, Hx Enzymes purifiées ou 
extraits cellulaires
microplaque
microplaque
Lame de verre
774 8oxoG, cycloG AAG Surface d’orØ
775 Hx Fpg Billes 
magnétiques
32P
776 polyU Fpg Electrode 
d’or
Biot/SAP
770 U UDG/EndoIV graphèneFAM
Pyrène767 U UNG
AP768 U UNG
TxR/RhoG769 U UNG/APE1, HeLa
 
Tableau 4: Détection de la réparation par excision de base avec des oligonucléotides synthétiques contenant 
une lésion. [370] [752] [753] [26] [448] [73] [754] [617] [755] [756] [757] [758] [357] [759] [760] [761] [762] [763] [745] [764] [711] [712] [714] [765] [766] [767] [768] [769] [770] [771] [772] [773] [774] [775] [776] 
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En 1996, Sangay Tyagi et Fred Russel Kramer reportent la conception de nouvelles sondes 
originales destinées à la détection d’acides nucléiques : les molecular beacons, mentionnés dans le 
paragraphe I.6.2.c [777]. Ces sondes se caractérisent par une structure tige-boucle résultante de 
l’autocomplémentarité des deux extrémités marquées par un fluorophore et un quencher. Dans sa 
configuration initiale, la tige maintient les deux chromophores en contact étroit, nécessaire au 
transfert d’énergie : la sonde est donc pro-fluorescente. L’hybridation de la cible (séquence d’acide 
nucléique à détecter) avec la boucle simple brin induit l’ouverture du molecular beacon causant une 
augmentation de la fluorescence. Voici plus de 15 ans que les molecular beacons sont déclinés dans 
des applications aussi diverses que la PCR en temps réel [778, 779], la détection de SNP [780], la 
détection de l’expression d’acides nucléiques in cellulo ou d’ADN viral [781-784]. Plusieurs revues 
détaillent les applications analytiques des molecular beacons [785-789]. A l’instar des sondes 
quenchées classiques mentionnées dans le précédent paragraphe, les molecular beacons ont été 
rapidement adaptés à la détection d’activités de coupure de l’ADN. Li et al. utilisent ces sondes pour 
la détection de nucléases spécifiques du simple brin qui, en générant une coupure dans la boucle, 
provoque la déshybridation de la structure responsable de l’augmentation de la fluorescence. 
Egalement, l’introduction d’une lésion dans la tige a permis d’étudier les activités glycosylases et AP-
endonucléase [711, 714, 764, 766, 790, 791]. La stabilité de cette structure particulière rend son 
usage particulièrement pertinent pour la mesure d’activités de la réparation au sein d’extraits 
cellulaires [711, 764, 765, 792].  
Certaines molécules fluorescentes peuvent être quenchées par les bases avoisinantes 
lorsqu’elles substituent une base dans un brin d’ADN. C’est le cas par exemple du pyrène ou de 
l’aminopurine qui sont utilisés comme senseurs de l’excision de la base uracile incorporée de façon 
adjacente à ces fluorophores. L’action de l’UNG conduit donc à une apparition de fluorescence qui ne 
nécessite pas le clivage chimique ou enzymatique de la sonde [767, 768, 793]. Bien que peu versatile, 
cette méthode permet toutefois la détection d’activités glycosylases en temps réel, sur l’ADN simple 
brin. 
Le clivage d’oligonucléotides substrats non marqués, suite à l’initiation de la réparation, 
peut être alternativement analysé par spectrométrie de masse [794, 795]. Généralement, les 
fragments générés, de quelques milliers de daltons, sont détectés par désorption et ionisation laser 
assistée par une matrice couplées à un analyseur à temps de vol (« Matrix-Assited Laser Desorption 
Ionisation - Time of Flight », MALDI-ToF). Cette spectrométrie de masse de très bonne résolution 
donne accès au mécanisme d’incision du squelette sucre/phosphate. Toutefois, cette méthode est 
moins sensible que l’analyse PAGE ou par mesure de fluorescence et nécessite une grande quantité 
de substrat (quelques dizaines à quelques centaines de picomoles).  
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Figure 22: Méthodes de détection des activités ADN N-glycosylase/AP-endonucléases avec des 
oligonucléotides synthétiques lésés. 
 
Détection sur support 
 
La détection des activités de la réparation de l’ADN en solution grâce aux sondes quenchées 
autorise la parallélisation des analyses grâce à la facilité de manipulation des échantillons et la 
vitesse de l’analyse par simple lecture de fluorescence. Toutefois, le multiplexage, c'est-à-dire la 
détection simultanée de plusieurs activités au sein du même échantillon, nécessite la synthèse de 
sondes lésées marquées avec autant de fluorophores spectralement résolus [778, 796]. De plus, le 
choix de ces derniers se confine à la gamme spectrale visible, entre 400 et 800 nm. Dans le but 
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d’augmenter les capacités de parallélisation, de multiplexage et de miniaturisation des tests de 
détection, plusieurs outils basés sur l’immobilisation des sondes sur support ont été mis au point. Au 
laboratoire, Sauvaigo et al. ont développé une puce permettant de mesurer la réparation de 
plusieurs lésions simultanément [771]. Des sondes oligonucléotidiques double brin contenant 
diverses lésions (sites abasiques, bases oxydées, alkylées, désaminées) sont immobilisées 
séparément sur un support (puits de microplaque ou lame de verre). Ces duplexes marqués par un 
fluorophore sont incubés avec l’échantillon biologique à analyser. L’activité de réparation conduit au 
relargage d’un fragment fluorescent concomitamment à l’incision du duplexe. La fluorescence des 
spots, correspondant chacun à une lésion, est finalement mesurée par un scanner. Cette puce à 
oligonucléotides permet de mesurer dans le même échantillon la réparation du panel de lésions 
introduites [772, 797, 798]. Flaender et al. ont mis au point un capteur similaire basé sur le greffage 
covalent d’oligonucléotides lésés de type « hairpin » fluorescents sur lame de verre (Figure 23 et 
[773]). L’excision/incision du dommage se traduit de la même façon par une diminution de la 
fluorescence des spots correspondant à chaque lésion.  
 
Réparation
 
Figure 23: Principe de la biopuce mise au point au laboratoire pour la détection d'activité de réparation de 
l'ADN (adapté de [773]). 
 
L’imagerie par résonance de plasmons de surface (« surface plasmon resonance imaging », 
SPRi) a également permis l’étude des activités glycosylases [799]. Ce système repose sur le greffage 
de sondes double brin à des endroits spécifiques de la surface d’or recouvrant un prisme de verre. 
Toute perturbation de la surface induit une modification des conditions de résonance de la surface 
(interrogée par une diode) qui se traduit par un changement de la réflexivité mesuré par SPR. Cet 
outil multiplexe possède le double avantage d’utiliser des sondes non marquées et de pouvoir 
mesurer aussi bien la fixation de protéines que l’excision et l’incision du duplexe.  
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Des microbilles magnétiques ont également été utilisées pour l’immobilisation de sondes 
marquées au phosphore 32 [775]. L’incision dans le duplexe favorise la libération d’un fragment 
radioactif qui se traduit réciproquement par une diminution de la radioactivité des billes, mesurée 
par scintillation. Dans ce cas, l’emploi de radioisotopes n’est pas adapté au multiplexage. 
 
Notons que d’autres méthodes plus exotiques ont été récemment développées. Certains 
matériaux possèdent des propriétés de quenching de fluorescence qui peuvent potentiellement 
guider le développement de nouvelles méthodes de détection. Récemment, le graphène a été utilisé 
comme quencher d’une sonde fluorescente pour la détection en solution de l’action conjointe de 
l’uracile N-glycosylase et de l’endonucléase IV [770]. Egalement, l’incision d’un oligonucléotide 
substrat par les enzymes de la réparation a pu être détectée par PCR quantitative [800], 
électrochimie [776], spectroscopie de corrélation croisée de fluorescence [769, 801] ou encore à l’œil 
nu via l’agglomération de nanoparticules d’or [802]. 
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OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 
 
 
 Experiments in the visual arts (the invention of new ways of seeing things), are 
made because, due to the way the apparatus that makes up the mind is made, old processes 
and patterns have continually to be broken up in order to make it possible to perceive the 
new aspects and arrangements of evolving consciousness. The great enemy of intelligence is 
complacency.  
John Dos Passos 
 
 
L’étude bibliographique présentée dans ce manuscrit souligne la complexité des mécanismes 
de réparation de l’ADN. Depuis la découverte fortuite de la photo-réactivation enzymatique des 
lésions UV dans les années 40, l’intérêt pour l’étude de la réparation des dommages de l’ADN n’a 
cessé de croître. Ainsi ont pu être mis en évidence les mécanismes d’excision et de réversion des 
lésions alkylées ou encore de réparation des cassures d’ADN. Aujourd’hui encore la recherche 
fondamentale ne cesse d’approfondir nos connaissances dans ce domaine : quelle est la spécificité 
de chacune des enzymes ? Comment sont reconnues et signalisées les lésions ? Dans quelle mesure 
les différents mécanismes de réparation interagissent et interfèrent-ils entre eux ? Autant de 
questions dont les réponses se distillent dans les décennies passées et à venir. 
En outre, l’essentialité des systèmes de réparation et de leur régulation est manifeste depuis 
la mise en évidence de leur implication dans la cancérogénèse, historiquement démontrée chez les 
patients Xeroderma Pigmentosum. Egalement, une défaillance de la réparation a été montrée 
comme étant la cause de plusieurs désordres développementaux, neurologiques ou immunitaires. La 
communauté scientifique continue de s’interroger sur le rôle de ces voies enzymatiques dans les 
maladies neurodégénératives et dans l’étiologie de cancers.  
Paradoxalement, ces mêmes activités enzymatiques ont été mises en cause dans la 
résistance ou l’hypersensibilité de tumeurs à des traitements anti-néoplasiques. En effet, le retrait 
ou non des lésions nucléiques générées par radio- ou chimiothérapie a un impact important sur 
l’ensemble des processus métaboliques des cellules cancéreuses influençant la destruction des tissus 
atteints.  
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Une piste thérapeutique actuelle consiste à utiliser, en complément ou en remplacement des 
traitements actuels, des inhibiteurs des activités de la réparation impliquées dans la réponse aux 
thérapies.  
Dans le but d’assister la recherche fondamentale et médicale, il reste important de 
développer de nouveaux dispositifs pour détecter spécifiquement les activités enzymatiques liées à 
la réparation de l’ADN. C’est précisément ce qui fait l’objet de ce travail de thèse : sur la base des 
méthodes de détection existantes, nos recherches se sont orientées vers le développement d’un 
nouvel outil de mesure des activités enzymatiques spécifiques dans la réparation par excision de 
base, à savoir les ADN N-glycosylases et les AP-endonucléases. Le dispositif mis au point combine les 
avantages de plusieurs développements réalisés au laboratoire : les « sondes FRET » de type 
molecular beacons [766] permettent la détection sensible de ces activités enzymatiques grâce à une 
sonde mono-moléculaire. La détection par fluorescence autorise une utilisation sûre, en routine, 
dans tout laboratoire, principale limitation de l’utilisation de la radioactivité. Les bénéfices apportés 
par l’immobilisation de sondes nucléiques sur support solide [771, 773] comprennent la protection 
des sondes dans un milieu biologique et le multiplexage des mesures. Le cahier des charges inclut la 
sensibilité, la spécificité et la rapidité du test, l’utilisation de matériel et d’un appareillage restreint 
ainsi que la possibilité de paralléliser et multiplexer les analyses dans de potentielles applications en 
moyen ou haut débit.  
 
La conception et la synthèse chimique des sondes nucléiques poly-modifiées est une étape 
clé de cette étude et sera abordée en premier lieu dans le chapitre suivant. Le chapitre III sera dédié 
à la mise au point de l’immobilisation de sondes fluorescentes sur billes magnétiques et à la 
détection de la réparation de l’ADN en solution, par spectrofluorimétrie. La transposition de cet outil 
à une analyse par cytométrie en flux fera l’objet du chapitre IV. Nous évoquerons les 
développements réalisés pour l’amélioration des sondes et de la sensibilité de cette méthode de 
détection. Dans le chapitre V sera détaillée une optimisation du biocapteur pour l’analyse 
multiplexée par cytométrie en flux des activités du BER, étendue à l’analyse plus générale de diverses 
enzymes hydrolysant l’ADN. Notamment, une stratégie originale basée sur l’encodage des microbilles 
par fluorescence sera exposée. L’étude évaluera les performances du biocapteur pour la détection 
d’ADN N-glycosylases et d’AP-endonucléases à partir de protéines purifiées et d’extraits nucléaires. 
Egalement, la capacité de ces outils à mettre en évidence des molécules inhibitrices de ces enzymes a 
été investiguée. Parallèlement à la réalisation de ces tests in vitro, nous avons initié une étude visant 
à détecter ces mêmes activités in cellulo. Les résultats obtenus à l’issue de ce doctorat seront 
commentés dans le chapitre VI.  Une conclusion générale, illustrée des perspectives de l’ensemble de 
ces travaux, viendra clore la partie « résultats ».  
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Ce chapitre décrit la synthèse des sondes élaborées pour la détection d’activités 
enzymatiques de la réparation de l’ADN, de leur conception à leur caractérisation. 
 
1. Conception générale des sondes 
Notre but est de détecter les activités enzymatiques impliquées dans l’initiation de la 
réparation par excision de base. Les tests présentés dans ce manuscrit reposent sur le même 
principe, à savoir, la détection du clivage d’une sonde d’ADN supportée sur billes magnétiques, 
généré par l’action des enzymes ciblées. En tout premier lieu, il a fallut concevoir, synthétiser, 
purifier et caractériser ces sondes nucléiques. 
La conception des sondes utilisées dans ce travail de thèse s’inspire essentiellement des 
précédents travaux réalisés au laboratoire [766, 790]. Ainsi, une quinzaine de sondes différentes a 
été utilisée dans le travail présenté dans ce manuscrit, toujours dans une démarche d’optimisation 
ou d’extension de synthèses antérieures. Néanmoins, toutes présentes certaines caractéristiques 
générales détaillées ci-après et en Figure 24: 
 
 Les oligonucléotides présentent une structure auto-complémentaire en épingle à 
cheveux (« hairpin »). Les deux brins complémentaires sont reliés par un lien 
pentathymidilate (5 dT). Cette structure présente plusieurs avantages : il est clairement 
établi que cette configuration est beaucoup plus stable qu’un duplexe classique 
bimoléculaire. Aussi nous espérons observer une dégradation limitée des sondes dans 
des échantillons protéiques complexes, du fait de l’exposition restreinte d’extrémités 
nucléiques (3’ ou 5’) reconnues par les exonucléases. Enfin, l’étape l’hybridation 
intramoléculaire n’est pas dépendante de la concentration en sonde, contrairement à 
l’hybridation de deux brins complémentaires distincts. Ceci permettra par la suite de 
travailler en milieu dilué et/ou à température élevée, sans risque de perdre la 
complémentarité des sondes.  
 Ces sondes de type hairpin sont conçues pour être dans leur conformation fermée 
à 37°C. En effet, la plupart des ADN N-glycosylases et AP-endonucléases présentent des 
activités enzymatiques significativement, voire fondamentalement différentes vis-à-vis 
d’un substrat simple ou double brin. L’incision de la portion double brin est censée 
conduire à la déshybridation de l’édifice, permettant la détection de l’activité 
enzymatique par fluorescence. 
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 La séquence double brin est composée de 15 paires de bases (pdb). Il a été montré 
que l’interaction de la plupart des glycosylases et AP-endonucléases avec l’ADN 
nécessite au minimum 10-12 pdb [491, 803]. D’autre part, l’utilisation de séquences plus 
longues favoriserait les interactions non spécifiques avec d’autres protéines, pouvant 
limiter l’action des enzymes ciblées et la spécificité du test. 
 Les lésions sont introduites à au moins 6 pdb des extrémités du double brin afin de 
favoriser la reconnaissance par les glycosylases [491]. 
 Une extrémité du duplexe est marquée par un fluorophore dans le cas des sondes 
fluorescentes. Pour les sondes pro-fluorescentes, un quencher est introduit à l’autre 
extrémité de la partie double brin, en face du fluorophore. La détection par fluorescence 
a été choisie en raison de sa facilité de manipulation et de sa stabilité dans le temps, 
contrairement aux radioisotopes.  
 L’un des deux brins est relié à une biotine terminale via un espaceur 
hexathymidilate de façon à guider l’immobilisation de la sonde sur un support recouvert 
de streptavidine. 
Quencher
Boucle (5 dT)
Fluorophore
Biotine
Espaceur (6 dT)
Lésion
Fluorophore
(quenché)
15-mer 
double brin
Sondes fluorescentes Sondes pro-fluorescentes
(quenchées)
 
Figure 24: Représentation schématique des sondes nucléiques utilisées dans cette étude. 
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2. Séquences 
Les séquences des oligonucléotides, ainsi que la nomenclature utilisée dans ce manuscrit 
sont récapitulées dans le Tableau 6, repris dans le volet en troisième de couverture. Nous 
distinguerons les sondes fluorescentes (ODN-F et F3) des sondes quenchées (ODN-Q à Q4). Ainsi,  le 
suffixe qualifiant les sondes désigne à la fois le marquage (fluorophore et/ou quencher) et 
l’orientation des sondes (3’/5’) comme suit : 
 
 Les sonde ODN-F sont biotinylées sur l’appendice en 3’ et marquées par une 
cyanine 3 à l’autre extrémité.  
 Les sondes ODN-Q possèdent le groupement biotine en 5’. Le couple de 
chromophores cy3/dabcyl délimite les extrémités du duplexe, avec la cyanine 3 
adjacente à la partie biotinylées et le dabcyl marquant l’extrémité 3’.  
 Les ODN-Q2 diffèrent des ODN-Q de par l’orientation inversée des 
oligonucléotides. Ainsi, la biotine et le cy3 marquent le fragment 3’ et le dabcyl achève 
la synthèse en 5’. 
 La substitution du cy3 des ODN-Q2 par une cyanine 5 donne les séquences des 
ODN-Q3. 
 Enfin, les ODN-Q4 sont le résultat du remplacement du dabcyl des ODN-Q3 par le 
quencher BHQ2. 
 
Outre la biotine et les chromophores employés respectivement pour l’immobilisation des 
sondes et la détection de leur clivage, la séquence double brin est conçue pour être substrat 
spécifique d’une enzyme. Ainsi,  les sondes estampillées Pst1 ou EcoR1 possèdent dans leur séquence 
le site de restriction de l’enzyme correspondante (souligné dans le Tableau 6, cf. Figure 25). Les 
sondes THF contiennent dans la tige un résidu tétrahydrofurane. Ce motif est un analogue stable de 
site abasique permettant d’éviter la décomposition spontanée de ce dernier dans le cadre de l’étude 
des activités de réparation. Il a été démontré que le THF est reconnu efficacement par les AP-
endonucléases [804]. Les sondes Ino-F et Ino-Q comportent la lésion désoxyinosine, issue de 
l’hydrolyse de l’amine exocyclique de la désoxyadénosine. Notons, que la base de ce 
désoxyribonucléoside est nommée hypoxanthine (Hx), résultant de la déamination de l’adénine et 
est donc appariée dans ce contexte à une thymine. Cette base modifiée est reconnue spécifiquement 
par la glycosylase monofonctionnelle Aag (« alkyl adénine glycosylase » aussi nommée MPG pour 
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« méthyl purine glycosylase », cf. I.5.4). La sonde Ura-Q4 contient le produit de désamination de la 
cytosine, l’uracile sous forme de désoxyuridine, et appariée à une guanine. Cette lésion est excisée 
par les glycosylases spécifiques dont l’enzyme prépondérante monofonctionnelle UNG (« uracil N-
glycosylase ») (cf. § I.5.2). Enfin, la lésion oxydative 8-oxoguanine est introduite à la place d’une 
guanine dans la sonde 8oxoG-Q4. Cette base endommagée est reconnue principalement par les 
glycosylases bifonctionnelles Fpg (chez les bactéries) et Ogg1 (chez les mammifères) (cf. § I.5.3). La 
structure des diverses lésions utilisées est présentée dans le Tableau 5. 
 
 
… G A A T T C …
… A T T A A G …
Site de restriction de 
l’enzyme EcoR1
… C T G C A G …
… G A C G T C …
Site de restriction de 
l’enzyme Pst1
 
Figure 25: Sites de restriction des enzymes EcoR1 et Pst1.  
 
 
 
Tétrahydrofurane 2’-désoxyinosine 2’-désoxyuridine 8-oxo-2’-désoxyguanosine
(hypoxanthine) (uracile) (8-oxoguanine)
THF Ino Ura 8-oxoG
 
Tableau 5: Structures des lésions introduites au sein des sondes substrats lors de synthèse chimique. 
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5’ DabTGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy5ACTTGACGTCGAGGA 
5’ Biot TTTTTTCy3TGAACTGCAGCTCCT
d                  3’ DabACTTGFCGTCGAGGA
5’ TCy3TGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTACTTGACGTCGAGGA 
EcoR1 5’ TCy3TGAAGAATTCCTCCT
3’ Biot TTTTTTACTTCTTAAGGAGGA
5’ Biot TTTTTTCy3TGAACTGCAGCTCCT
d                  3’ Dab ACTTGACGTCGAGGA
THF 5’ TCy3TGAACFGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTACTTGACGTCGAGGA
Ino 5’ TCy3TGAAGA I TTCCTCCT
3’ Biot TTTTTTACTTCTTAAGGAGGA
Pst1-Q
THF-Q
5’ Biot TTTTTTCy3TGAACTGCAGCTCCT
d                  3’ Dab ACTTG ICGTCGAGGA
Ino-Q
Pst1-F
THF-F
EcoR1-F
Ino-F
5’ DabTGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy3ACTTGACGTCGAGGA 
Pst1-Q2
THF-Q2 5’ DabTGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy3ACTTGFCGTCGAGGA 
Pst1-Q3
THF-Q3 5’ DabTGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy5ACTTGFCGTCGAGGA 
5’ BHQ-2TGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy5ACTTGACGTCGAGGA 
Pst1-Q4
THF-Q4
A              5’ BHQ-2TGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy5ACTTGFCGTCGAGGA 
O
D
N
-F
O
D
N
-Q
O
D
N
-Q
2
O
D
N
-Q
3
O
D
N
-Q
4
5’ BHQ-2TGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy5ACTTGAUGTCGAGGA 
5’ BHQ-2TGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy5ACTTGACG°TCGAGGA 
Ura-Q4
8oxoG-Q4
3’
5’
3’
5’
3’
5’
3’
5’
Nomenclature SchémasSéquences
5’ TGAACTGCAGCTCCT
3’ Biot TTTTTTCy5ACTTGACGTCGAGGA 
Pst1-F3 3’
5’
3’
5’
O
D
N
-F
3
 
Tableau 6: Séquences, nomenclature et représentation schématique des sondes nucléiques utilisées dans la 
présente étude. 
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3.  Synthèse des oligonucléotides modifiés 
 
 
1- Détritylation
TCA 2% dans DCM
3- Couplage
4- Oxydation
I2 dans H2O/pyridine/THF
2- Activation
5- Capping
Anhydride phénoxyacétique, 
méthyle imidazole dans THF
6- Déprotection et 
clivage du support
NH4OH 2h à 40 °C 
puis 16h à ta
OH
 
Figure 26: Cycle de condensation pour la synthèse automatisée d’ADN sur support solide par la voie 
phosphoramidite.  
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Les oligonucléotides (ODN) ont été synthétisés sur support solide de type CPG par la voie 
phosphoramidite automatisée [805, 806]. Les détails des protocoles de synthèse et de déprotection 
sont donnés dans le chapitre VII.1. La formation du lien phosphotriester est réalisée par 
condensation de la fonction 5’-hydroxyle (sur le support) sur un nucléotide 3’-phosphoramidite. De 
ce fait la synthèse itérative sur support nécessite l’emploi de synthons protégés. Certains nucléotides 
modifiés ou fluorophores étant instables dans les conditions classiques de déprotection (hydroxyde 
d’ammonium concentré, 16 h, 60°C), nous avons utilisés des groupements protecteurs plus labiles en 
conditions basiques. Ainsi, les amines exocycliques des guanines, adénines et cytosines sont 
protégées par des groupements phénoxyacétyle (PAc). L’oxygène du phosphoramidite est protégé 
par un groupement cyanoéthyle (CNE). Il est important de préciser que les nucléotides lésés, les 
chromophores et la biotine (sous forme biotine triéthylèneglycol) sont également introduits par voie 
phosphoramidite ce qui permet de contrôler précisément leur position au sein de la séquence. La 
cyanine 3 (Cy3) est disponible commercialement25 et présente une extrémité phosphoramidite et 
une extrémité hydroxylée, mimant  respectivement l’orientation 3’ et 5’ des synthons 
nucléosidiques. Notons que l’hydroxyle est protégé par un monométhoxytrityle (MMT) qui se 
déprotège dans les mêmes conditions que le DMT. Le quencher dabcyl (4-((4-
(dimethylamino)phenyl)azo)benzoic acid, succinimidil ester) est introduit  à l’extrémité 5’ sous forme 
de nucléoside modifié (dabcyl-dT26) ou à l’extrémité 3’ directement couplé au support CPG. Le 
quencher BHQ2 (Black Hole Quencher 2) est introduit en fin de synthèse comme terminateur de 
chaîne. En effet, le réactif commercial27 ne présente pas de fonction hydroxyle additionnelle 
permettant de poursuivre la synthèse automatisée. Les structures de ces divers composés sont 
présentées en Figure 27, ci-après.  
                                                          
25
1-[3-(4-monomethoxytrityloxy)propyl]-1'-[3-[(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)phosphoramidityl]propyl]-
3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine chloride (Glen Research, Sterling, VIRGINIE USA) 
26
5'-Dimethoxytrityloxy-5-[(N-4'-carboxy-4-(dimethylamino)-azobenzene)-aminohexyl-3-acrylimido]-2'-
deoxyUridine-3'-[(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite (Glen Research, Sterling, VIRGINIE USA) 
27
4'-(4-Nitro-phenyldiazo)-2'-methoxy-5'-methoxy-azobenzene-4''-(N-ethyl)-N-ethyl-2-cyanoethyl-(N,N-
diisopropyl)-phosphoramidite (Glen Research, Sterling, VIRGINIE USA) 
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R = CPG  biotine 3’ ou
R = P(N(iPr)2)(OCNE)  biotine 5’
Cyanine 3 Cyanine 5
Dabcyl-dT
Dabcyl
BHQ2
Biotine-TEG
 
Figure 27: Structures chimiques des synthons phosphoramidites utilisés pour la fonctionnalisation des 
sondes. 
 
 
Le cycle de condensation des synthons par la voie des phosphoramidites peut être 
décomposé en 5 étapes (Figure 26). 
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1) La détritylation de la fonction alcool en 5’ protégée par un groupement diméthoxytrityle 
(DMT). Seules les cyanines sont protégées par un monométhoxytrityle (MMT). Ces 
groupements protecteurs sont labiles en milieu acide permettant leur déprotection 
sélective avec une solution à 2 % d’acide trichloroacétique dans du dichlorométhane.  
2) L’activation du phosphoramidite par une solution de tétrazole 0.1 M : cet activateur agit 
d’abord comme un acide pour protoner l’azote du groupe partant aminé. Ensuite la 
forme acide du tétrazole substitue l’isopropylamine protonnée pour former une espèce 
tétrazolium hautement réactive. 
3) Le couplage internucléosidique: l’intermédiaire tétrazolide subit une attaque 
nucléophile de l’alcool primaire 5’ formant ainsi un phosphite. Notons qu’en pratique, les 
étapes 2 et 3 sont réalisées simultanément. 
4) L’oxydation du phosphite: Cet intermédiaire trivalent étant instable, il est primordiale de 
réaliser l’oxydation de celui-ci en phosphate pentavalent lors de chaque cycle. La 
réaction est conduite dans une solution d'iode à 0.1 M. 
5) Le capping : les fonctions 5’-OH n’ayant pas réagit lors du couplage sont désactivées par 
estérification. Il est préférable d’utiliser une solution d’anhydride phénoxyacétique plutôt 
que de l’anhydride acétique communément utilisé afin d’éviter la transamidation des 
amines exocycliques protégées par ce réactif (la transamidation avec l’anhydride 
phénoxyacétique forme le même composé). 
 
L’élongation de l’oligonucléotide se poursuit par répétitions des étapes 1 à 5 autant de fois 
que nécessaire jusqu’à l’obtention de la séquence désirée. Le rendement de chaque étape est estimé 
par une lecture de l’absorbance du cation DMT à 498 nm suite à la détritylation. Ainsi, le rendement 
de chaque étape est de 97-98 %. Les chromophores possèdent parfois une réactivité réduite 
expliquant des rendements plus faibles à l’origine de la chute du rendement global. Pour compenser 
ces pertes de rendements, le temps de couplage est augmenté et/ou un second couplage est réalisé 
(l’activateur et le phosphoramidite sont réinjectés sans capping ni détritylation préalables). En fin de 
synthèse, le clivage du support et la déprotection des bases et des phosphotriesters sont réalisés en 
une unique étape en incubant la phase dans une solution aqueuse d’hydroxyde d’ammonium à 30 %, 
16 heures, à température ambiante.  
 
Les oligonucléotides fluorescents ont été purifiés directement par HPLC. Les sondes 
quenchées en revanche sont prépurifiées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (détection 
visuelle). Les bandes correspondant aux produits attendus sont découpées puis les oligonucléotides 
sont élués dans l’eau. L’éluât est concentré et dessalé par chromatographie d’exclusion avant d’être, 
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in fine, purifié par HPLC. Les détails de la purification des sondes est disponible dans le chapitre VII 
Matériels et Méthodes. 
 
 
4. Caractérisation des sondes 
4.1. Par chromatographie liquide haute performance 
Une fois purifiées, les sondes sont contrôlées par une HPLC analytique couplée à une 
détection par absorbance. L’ADN est visualisé à 260 nm, le dabcyl à 453 nm et le BHQ2 à 579 nm. Un 
fluorimètre en ligne permet également la détection des fluorophores (λex = 546 nm, λex = 563 nm 
pour le cy3 et λex = 649 nm, λex = 670 nm pour le cy5). Les chromatogrammes pour les sondes Pst1, 
présentés en Figure 28 et Annexe 1, révèlent une pureté supérieure à 95 %. 
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Figure 28: Profil chromatographique de la sonde Pst1-Q analysée par HPLC en phase inverse (colonne C18 
250 x 4.60 mm, 5 µm, 50°C; gradient 0-35 % ACN dans TEAA 10 mM en 40 min) : détection en absorbance à 
260 nm (haut), à 453 nm (milieu) et en fluorescence (bas, λex = 546 nm, , λem = 563 nm).). 
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4.2. Par spectroscopie d’absorption UV-visible 
Un spectre d’absorbance UV-visible vient compléter la caractérisation des sondes (cf. Figure 
29). Ainsi pour chaque oligonucléotide, la présence des chromophores a pu être vérifiée. Chaque 
spectre présente plusieurs maximums d’absorbance. Le signal à 260 nm correspondant à 
l’absorbance des bases puriques et pyrimidiques (transitions π  π*). Le triple signal observé autour 
de 550 nm pour Pst1-F et à 650 nm pour Pst1-F3 correspond aux énergies de transitions entre l’état 
fondamental et les différents niveaux vibrationnels de l’état excité des cyanines. Ce signal 
caractéristique confirme l’incorporation du marqueur fluorescent. Dans le cas des sondes quenchées, 
les larges signaux autour de 450 et 580 nm témoignent de la présence du quencher dabcyl ou  BHQ2, 
respectivement.  
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Figure 29: Spectres d'absorbance UV-visible enregistrés pour les sondes Pst1 fluorescentes et quenchées. 
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4.3. Par fluorescence 
L’intégrité du fluorophore et le quenching des sondes sont évalués par la mesure de 
l’émission de fluorescence des oligonucléotides Pst1. Pour cela, des solutions 1 µM sont préparées 
dans le tampon d’hybridation (« Binding & Washing », cf. Matériels et Méthodes). Un cycle 
d’hybridation (2 min, 90°C puis retour lent à t.a.) est réalisé afin de s’assurer de la structure double 
brin des hairpins.  L’émission de fluorescence est alors analysée à 563 nm pour les sondes F, Q et Q2 
et à 665 nm pour les sondes F3, Q3 et Q4 (Figure 30). La superposition des signaux obtenus pour les 
sondes marquées par la cyanine 3 démontre l’émission de fluorescence effective de la sonde Pst1-F 
et le quenching efficient de ce marqueur par le dabcyl (sondes Pst1-Q et Q2). De même, le signal 
enregistré pour la sonde Pst1-F3 confirme l’incorporation et l’intégrité de la cyanine 5. L’efficacité de 
quenching de la sonde Pst1-Q3 est de 75 %. En revanche, le quenching du cy5 par le BHQ2 (Pst1-Q4) 
est beaucoup plus efficace et quasi quantitatif (> 99 %). 
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Figure 30: Signal d'émission de fluorescence des sondes Pst1 fluorescentes et quenchées : sondes marquées 
par la cyanine 3 (gauche) et par la cyanine 5 (droite) : excitation en lumière blanche. 
 
 
4.4. Par spectrométrie de masse 
La structure chimique des sondes est vérifiée par spectrométrie de masse MALDI-ToF. Les 
spectres obtenus pour chaque sonde présentent 2 pics (Figure 31). Le premier (m/z = 13810,8 Da 
pour THF-F) correspond au produit désiré (avec z = 1). Le second (m/z = 6915.8 Da) correspond à l’ion 
pseudo-moléculaire bi-chargée (z = 2). Les masses théoriques sont très proches de celles obtenues 
expérimentalement, validant ainsi la structure de ces sondes (cf. Figure 31). 
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Figure 31: Spectre de masse MALDI-ToF (mode linéaire négatif) de la sonde THF-F et tableau des masses 
théoriques et obtenues pour les ODN-F. 
 
 
 
 La fonctionnalité des sondes fluorescentes a été évaluée par digestion enzymatique avec 
chaque enzyme cible purifiée. 50 pmol des sondes Pst1-F et EcoR1-F sont incubées avec l’enzyme de 
restriction correspondante. La sonde THF-F est digérée par l’AP-endonucléase 1 (APE1) et la sonde 
Ino-F est digérée avec l’AAG humaine (hAAG) en présence ou non d’APE1. Les produits de digestion 
sont finalement analysés par MALDI-ToF, après dessalage et élimination des protéines par 
chromatographie sur Zip-Tip (Figure 32). Ainsi, les masses des oligonucléotides obtenues après 
digestion correspondent aux masses théoriques attendues. Les activités endonucléases de EcoR1, 
Pst1 et APE1 génèrent des extrémités 3’-OH et 5’-phosphate. 
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5’ 3’
 OHOH
T Cy3 TGAACTGCA GCTCCTTTTTTAGGAGCTGCA GTTCATTTTTT TEGBiot
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Figure 32: Résultats de l'analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF (en mode linéaire négatif) de la 
digestion enzymatique des ODN-F : présentation des masses théoriques attendues et des masses obtenues. 
La double digestion de la sonde Ino-F conduit in fine à la décomposition du site abasique par β-élimination 
(en bas). 
 
 
II   CONCEPTION ET SYNTHESE DES SONDES NUCLEIQUES POUR L’ETUDE DE LA REPARATION DE L’ADN 
 132 
0.     
 133 
 
 
 
I I I  DETECTION D’ACTIVITES DE REPARATION PAR 
EXCISION DE BASE PAR SPECTROFLUORIMETRIE 
 
 
 
 
1 Principe .................................................................................................................... 134 
2 Choix du matériel et de la chimie de greffage ........................................................ 135 
3 Fonctionnalisation des billes magnétiques ............................................................. 136 
3.1. Calibration du spectrofluorimètre ....................................................................... 136 
3.2. Immobilisation des sondes sur billes magnétiques commerciales ...................... 137 
3.3. Fonctionnalité des sondes supportées ................................................................ 138 
4 Applications à l’étude de la réparation de l’ADN .................................................... 140 
4.1. Activités d’enzymes purifiées. ............................................................................. 140 
4.2. Détection d’activités du BER au sein d’extraits nucléaires .................................. 142 
4.3. Etude d’inhibiteurs de la réparation de l’ADN..................................................... 147 
5 Conclusion et Limitations ........................................................................................ 149 
 
III   DETECTION D’ACTIVITES DE REPARATION PAR EXCISION DE BASE PAR SPECTROFLUORIMETRIE 
 134 
1. Principe 
Dans ce chapitre est exposé un nouveau test de détection d’activités de la BER en solution. 
L’outil mis au point dans ce but est composé de sondes nucléiques lésées, substrats d’une 
activité enzymatique spécifique. Ces sondes sont modifiées par un fluorophore terminal et 
immobilisées par l’autre extrémité sur des microbilles magnétiques. L’activité de réparation conduit à 
l’incision du double brin d’ADN et au relargage d’un fragment nucléique fluorescent dans le 
surnageant. La fluorescence de ce dernier est mesurée dès la fin de la digestion par un 
spectrofluorimètre qui permet la quantification du clivage enzymatique Figure 33.  
Streptavidine
Bille magnétique
Biotine
Action des 
enzymes 
de la BER
Analyse par 
Spectrofluorimétrie
Analyse par PAGE
http://www.thermoscientific.com
 
Figure 33: Principe de la détection par spectrofluorimétrie du clivage induit par les enzymes de la réparation 
par excision de base : les microbilles recouvertes de streptavidine sont fonctionnalisées par les sondes 
fluorescentes (ODN-F) biotinylées. L’incision du duplexe conduit à la libération du fragment fluorescent en 
solution. Le surnageant est finalement analysé par un spectrofluorimètre en goutte, puis par électrophorèse 
sur gel de polyacrylamide employée comme technique de référence  
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2. Choix du matériel et de la chimie de greffage  
Le choix du support a été la première étape dans le développement des différents tests 
exposés dans le présent manuscrit. Un outil de prédilection aujourd’hui largement utilisé dans le 
domaine des biotechnologies est la biopuce qui consiste à greffer les différentes sondes en des sites 
définis sur une petite surface composée de verre, de silicium ou de plastique [807]. Le 
développement d’une telle biopuce a fait l’objet de travaux antérieurs réalisés au laboratoire. Elle se 
compose d’une lame de verre portant des fonctions azotures sur laquelle sont « spottées » des 
sondes fluorescentes de type hairpin, modifiées par un alcyne primaire terminal. La réaction de 
cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée par le cuivre (I) [808, 809] permet le greffage sélectif, quantitatif 
et en une étape des sondes. Ce biocapteur présente de nombreux avantages : il autorise la 
parallélisation et le multiplexage des analyses et utilise des volumes réduits d’échantillons. Bien que 
cette biopuce ait démontré son efficacité pour la mesure d’activités glycosylases et AP-
endonucléases, sa préparation multi-étape est longue et  son utilisation nécessite du matériel 
spécifique (spotter, scanner,…), disponible dans peu de laboratoires.  
Un système similaire de sondes substrats supportées sur microbilles permettrait d’assouplir 
les procédures de fonctionnalisation du support et d’augmenter la versatilité de l’outil. Une étude 
préliminaire a été conduite au laboratoire reposant sur la synthèse in situ de molecular beacons sur 
les microbilles de verre à porosité contrôlée (« Control Pore Glass », CPG) classiquement utilisée en 
synthèse automatisée d’oligonucléotides. Cette conception intéressante combine directement la 
synthèse supportée des sondes nucléiques à l’utilisation du support comme outil de mesure 
d’activités de coupure de l’ADN. L’absence d’étape de purification, bien que simplifiant l’utilisation 
de ce système, introduit un facteur variable supplémentaire provenant du rendement final des 
synthèses. Aussi, le diamètre important (65 µm) implique une quantification fastidieuse de celles-ci 
sous microscope, en raison de leur sédimentation rapide, excluant une analyse automatisée.  
Inspirés de l’ensemble de ces développements, nous nous sommes orientés vers la 
fonctionnalisation de microbilles par les sondes substrats fluorescentes, purifiées (cf. Chapitre III). 
Nous avons opté pour l’immobilisation rapide et simple de sondes biotinylées sur des billes 
magnétiques recouvertes de streptavidine. Cette fonctionnalisation n’utilise aucun réactif et est 
quasi irréversible, à l’instar d’un greffage covalent (Kd strepta/biot = 10
-15 M-1) [810]. Ainsi, l’interaction 
entre la biotine et la streptavidine ne peut être rompue que dans des conditions extrêmes de 
température et de force ionique, souvent dénaturantes. Les billes commerciales Dynabeads M-280 
Strepta (Life technologies) ont été utilisées dans ce premier développement (notées billes "D"). Elles 
ont un diamètre de 2.8 µm et ne sédimentent que très lentement. En outre la coquille de silice est 
recouverte d’une monocouche de streptavidine garantissant la reproductibilité de l’étape de 
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fonctionnalisation par les sondes nucléiques et favorisant l’accessibilité de ces dernières aux 
enzymes. D’autre part, le cœur ferromagnétique permet le culottage rapide des billes grâce à un 
aimant tout en empêchant leur agglomération en champ magnétique nul.  
 
3. Fonctionnalisation des billes magnétiques 
3.1. Calibration du spectrofluorimètre 
Le développement d’un test simple et rapide de détection d’activités de coupure de l’ADN, 
est rendu possible par l’emploi d’un spectrofluorimètre en goutte (Nanodrop ND-3300, 
ThermoScientific). Cet appareil permet l’analyse non destructive d’un échantillon en quelques 
secondes et ne nécessitent que 2 µL de solution pour former un trajet optique de 1 mm.  
Afin de permettre une mesure quantitative de la concentration des sondes marquées par la 
cyanine 3 en solution, nous avons réalisé une courbe d’étalonnage à partir de différentes dilutions de 
la sonde EcoR1-F (cf. Figure 34). Les résultats montrent que le signal de fluorescence est 
proportionnel à la concentration en oligonucléotide dans la gamme de concentrations étudiée. Une 
régression linéaire permet d’obtenir simplement l’équation de cette droite, utilisée par la suite pour 
le calcul des concentrations de sondes : 
 
y = 4.16 x avec y = signal ND-3300 en unités de fluorescence relative (RFU) et x = [ODN cy3] en nM 
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Figure 34 : Courbe de calibration du fluorimètre en goutte obtenue pour la sonde EcoR1-F. 
 
 
3.2. Immobilisation des sondes sur billes magnétiques commerciales 
Le ratio oligonucléotides/billes a été préalablement évalué. Pour cela, nous avons déterminé 
la quantité de billes nécessaire à l’immobilisation de 10 pmol de sondes fluorescentes (Figure 35a). 
60 µL de sondes (167 nM) sont mis en présence d’une quantité variable de microbilles Dynabeads M-
280-Strepta. La fluorescence résiduelle du surnageant est analysée par spectrofluorimétrie après une 
heure d’incubation à température ambiante. Le taux d’immobilisation est calculé à partir de la 
courbe de calibration exposée précédemment. On observe que le taux de fixation des sondes pour 
75 µg de billes est inférieur de seulement 4 % au taux d’immobilisation pour 100 µg de billes. Pour la 
suite des expériences, il a été choisi d’utiliser une quantité intermédiaire de billes fixée à 90 µg pour 
10 pmol de sondes. Dans ces conditions, les sites de fixation des streptavidines disponibles en 
surface sont saturés par les ODN biotinylées. Ce paramètre a été jugé comme essentiel pour la 
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reproductibilité des expériences de digestions enzymatiques. A cette étape, il a été estimé que 
chaque bille supporte approximativement 106 oligonucléotides de type hairpin. Cette valeur est en 
accord avec les 1.85 106 ODN simple brin par bille donnés par le fournisseur. 
Le temps nécessaire à la fixation des sondes sur les particules a été défini. Pour cela la 
cinétique d’immobilisation des oligonucléotides Pst1-F et EcoR1-F a été réalisée par suivi de la 
fluorescence résiduelle au cours du temps (12 pmol de sondes pour 100 µg de Dynabeads ; Figure 
35b). L’interaction biotine/streptavidine est extrêmement rapide. Ainsi, dès 5 minutes d’incubation, 
la grande majorité des sondes est supportée. Le taux d’immobilisation est stable après 45 minutes. 
Pour des raisons pratiques, le temps d’immobilisation finalement retenu est de 60 minutes, 
permettant la fixation répétable et reproductible des différentes sondes.  
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Figure 35: Caractérisation de l’immobilisation des sondes nucléiques biotinylées sur microbilles. a) 
Quantification du taux d'immobilisation de 10 pmol de sonde EcoR1-F en fonction de la quantité de billes; b) 
Cinétique d'immobilisation de 12 pmol de sondes fluorescentes sur 100 µg de billes D. 
 
 
3.3. Fonctionnalité des sondes supportées  
Les séquences des oligonucléotides non lésées EcoR1-F et Pst1-F contiennent dans la partie  
duplexe auto-complémentaire, les sites de restriction des enzymes Pst1 et EcoR1 respectivement (cf. 
Figure 25). Afin d’apprécier les propriétés de l’outil, concernant notamment l’accessibilité des sites 
de restriction aux enzymes correspondantes, 1 pmol de sondes en solution ou supportées est 
incubée avec 10 unités de protéines. La même expérience a été conduite avec la sonde Ino-F. En 
effet, il a été montré que cette lésion n’a pas d’influence sur l’activité d’EcoR1 [811]. L’analyse de la 
coupure des sondes par électrophorèse sur gel de polyacrylamide révèle que 82-90 % des sondes 
oligonucléotidiques sont clivées par l’enzyme de restriction en solution (Figure 36a). Notons que le 
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produit de coupure simple brin du coté 3’ de la tige est plus important pour la sonde Ino-F que pour 
les sondes non lésées. Pour étudier l'excision de cette lésion, celle-ci remplace l’adénosine contenu 
dans le site de restriction de EcoR1, alors que dans les travaux de Doi et al. [811], elle remplace une 
guanosine. Ainsi, il semble probable que dans ce contexte, l’hypoxanthine entrave de façon non 
négligeable l’activité de l’enzyme de restriction. 
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Figure 36: Détection de l’activité d’enzymes de restriction : digestion de 1 pmol de sonde ODN-F supportée 
ou en solution par 10 unités d'enzyme de restriction (EcoR1 pour les sondes EcoR1-F et Ino-F, Pst1 pour la 
sonde Pst1-F). a) Analyse par PAGE ; b) Comparaison des intensités de fluorescence des produits de coupure 
sur gel (histogrammes) et du signal mesuré dans le surnageant des billes par spectrofluorimétrie (diamants). 
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Aussi, l’intensité de fluorescence des produits de coupure des oligonucléotides supportés 
analysés par PAGE n’est pas significativement modifiée par rapport à l’expérience en solution. Ceci 
prouve d’une part que la quantité d’oligonucléotides immobilisés sur billes est en accord avec celle 
que nous avons calculée. D’autre part, il semble donc que la présence de la particule n’entrave pas 
l’accessibilité de ces enzymes à leur substrat.  
 
4. Applications à l’étude de la réparation de l’ADN 
4.1. Activités d’enzymes purifiées. 
La sonde THF-F cible l’activité d’AP-endonucléases spécifiques. La sonde Ino-F est conçue 
pour détecter l’activité de la glycosylase monofonctionnelle Aag. La preuve de concept a été réalisée 
avec des enzymes purifiées. Ainsi, les billes THF-F sont incubées avec une quantité variable d’APE1 
(AP-endonucléase humaine). Cette enzyme incise la structure tige-boucle au niveau du site abasique 
et le fragment fluorescent, relargué en solution, est directement analysé par spectrofluorimétrie. La 
sonde Ino-F est incubée avec une concentration croissante en AAG (alkyl adénine glycosylase 
humaine). Dans cette seconde expérience, l’AAG génère des sites abasiques qu’il est nécessaire de 
couper dans un second temps. Nous avons choisi de les révéler enzymatiquement par l’ajout d’un 
excès d’APE1 fixé à 2.5 u, conjointement à l'AAG. Les Figures 36a et 36b montrent que le signal 
mesuré par spectrofluorimétrie suite à la digestion est dose dépendant de la concentration en 
enzyme dans les deux cas. La limite de détection inférieure de l’activité AAG est de l’ordre de 10-3 
unité (u). Le signal maximum est atteint pour 10-2 u d’enzyme, soit 100 fois moins que la quantité 
préconisée par le fournisseur28. Cette différence peut s’expliquer par le fait que dans cette 
expérience, les sondes supportées sont co-digérées avec l’APE1. Or, il a été montré que cette enzyme 
augmente le turnover de l’AAG en déplaçant cette dernière de son produit (le site AP) pour lequel 
elle a une forte affinité [470]. Ce même phénomène expliquerait également le fait que, au-delà de 
0.1 u d’AAG, on observe une inhibition du clivage de la sonde, inversement corrélée à la 
concentration en enzyme (Figure 37) [812]. Les ADN N-glycosylases hydrolysent les bases lésées, 
favorisant ainsi la formation de sites abasiques. La meilleure affinité de ces enzymes pour leur 
produit, plutôt que pour leur substrat, garantit la protection des cellules contre ces intermédiaires 
cytotoxiques, en empêchant leur transcription, réplication ou décomposition. 
                                                          
28
 1 u est définie comme la quantité d’enzyme requise pour créer un site abasique à partir d’1 pmol d’un 
oligonucléotide contenant un seul résidu désoxyinosine (volume réactionnel de 10 µL, 1h, 37°C) 
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Figure 37 : Analyse comparée de la détection des activités APE1 et AAG par spectrofluorimétrie et par PAGE. 
1 pmol de sonde THF-F supportée est incubée avec une gamme d’APE1 purifiée et 1 pmol de sonde Ino-F 
supportées est incubée avec une gamme Aag (APE1 fixée à 2.5 u). a) Analyse par PAGE du surnageant, b) 
Comparaison des intensités de fluorescence des produits de coupure sur gel (histogrammes) et du signal 
mesuré dans le surnageant des billes par spectrofluorimétrie (diamants). 
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Il est important de souligner que le signal enregistré avec le Nanodrop corrèle très bien avec 
l’intensité de fluorescence obtenue par PAGE. Aussi, on observe sur gel le produit de coupure de la 
sonde Ino-F incubée uniquement avec l’AAG (sans APE1). Bien que de faible intensité, ce signal n’ai 
pas mesuré en spectrofluorimétrie. Le produit visualisé par PAGE dans ce cas est probablement 
formé par dégradation du site abasique formé par l’AAG, dans les conditions dénaturantes de dépôt 
sur gel suite à l’analyse par le spectrofluorimètre en goutte (30 % formamide, 3 minutes à 90°C). 
Ensemble, ces résultats confirment la pertinence de notre outil, couplé à une détection 
rapide et instantanée par spectrofluorimétrie. Cette méthode de détection présente une sensibilité 
similaire à la technique d’électrophorèse. 
 
4.2. Détection d’activités du BER au sein d’extraits nucléaires  
Les premières applications de ce biocapteur à partir d’extraits cellulaires ont été conduites 
avec les extraits nucléaires de cellules HeLa29 commerciaux. Tout d’abord, nous avons déterminé le 
tampon optimal pour la digestion spécifique des sondes par le système glycosylase/AP-
endonucléase, tout en minimisant la dégradation de l’ADN. Dans cette optique, une étude 
préliminaire a été conduite : 1 pmol de l’ODN non lésé EcoR1-F ou de la sonde Ino-F en solution est 
incubée avec une concentration fixée à 500 µg/mL d’extrait HeLa dans différents tampons et les 
échantillons sont analysés par PAGE (Figure 38). Cette étude nous a renseignés sur plusieurs 
paramètres, importants pour visualiser efficacement l’activité du BER au sein d’extraits nucléaires. 
Premièrement, il apparait que la présence d’un cation divalent est indispensable pour l’activité 
catalytique de l’AP-endo. En effet, le cation magnésium est un cofacteur présent au sein du site 
catalytique de la protéine qui permet l’activation du substrat par modification conformationnelle de 
celui-ci (490). Cependant il semble préférable d’utiliser le cation Zn2+ plutôt que Mg2+, ce dernier 
étant aussi un cofacteur indispensable pour de nombreuses nucléases non spécifiques, ce qui 
favorise la dégradation des sondes nucléiques (tampons 2 et 7).  
Le pH du tampon est également crucial : il s’avère que l’enzyme hAPE est très peu active à 
pH légèrement basique contrairement à l’AAG qui est aussi active à pH 7.5 qu’à pH 8.8 (tampon 1). 
Il est également intéressant de signaler que les tampons les plus efficaces contiennent 
généralement de la BSA (tampon 4). Il a été montré que cette protéine stabilise l’AAG, permettant 
d’augmenter le nombre de cycles catalytiques de l’enzyme (tampon 6) [470]. Suite à ces expériences, 
dont les principaux résultats sont exposés ci-dessus, le tampon optimal de digestion retenu est 
                                                          
29
 Cette lignée cellulaire immortalisée est classiquement utilisée en biologie cellulaire. Elle est est dérivée de 
cellules néoplasiques prélevées en 1951 sur la patiente Henrietta Lacks ( 4 octobre 1951, 31 ans) alors 
atteinte d’un cancer du col de l’utérus.  
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composé de 10 mM HEPES/KOH (pH 7.8), 2 mM EGTA/KOH, 80 mM KCl, 0.1 mM ZnCl2, 1 mM DTT et 
0.5 mg/mL BSA.  
L’analyse PAGE présentée en Figure 38 laisse entrevoir une difficulté supplémentaire dans 
la détection d’activités de coupure de l’ADN à partir d’extraits nucléaires : on observe dans les 
conditions de l’expérience de la dégradation non-spécifique aussi bien de la sonde témoin que de la 
sonde lésée.  
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Figure 38: Choix du tampon pour la détection des activités AAG/APE1 à partir d'extraits nucléaires: Analyse 
et quantification par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (20 % dénaturant) de la digestion de 1 pmol 
de sondes EcoR1-F ou Ino-F avec 500 µg/mL d'extrait HeLa, dans différents tampons (1-7). 
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Afin d’évaluer l’influence de l’immobilisation des oligonucléotides sur microbilles, une 
gamme de concentrations en extrait nucléaire est utilisée pour la digestion des sondes libres ou 
supportées. L’analyse PAGE (Figure 39) atteste de la dégradation intense des sondes nucléiques en 
solution dès 50 µg/mL d’extrait (30 % de dégradation). La décomposition de l’ODN est de 70 % à une 
concentration 10 fois supérieure et atteint 90 % à 3000 µg/mL. On remarque que la digestion non 
spécifique est principalement médiée par les 3’-exonucléases cellulaires, dont témoigne la 
dégradation séquentielle de l'extrémité 3’-biotine libre. En comparaison, la sonde supportée ne subit 
qu’une détérioration mineure, même aux plus hautes concentrations en extrait. Cette expérience 
démontre la capacité des billes à protéger les oligonucléotides contre une digestion non spécifique 
par les nucléases cellulaires.  
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Figure 39: Effet de l’immobilisation des sondes sur microbilles vis-à-vis de la dégradation par les nucléases 
cellulaires : 1 pmol de la sonde EcoR1-F en solution ou supportée est incubée avec une quantité croissante 
d’extrait nucléaire de cellules HeLa. A) Analyse par PAGE; B) Quantification de la dégradation à partir du gel. 
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Ayant validé la robustesse de ce biocapteur dans un extrait cellulaire, celui-ci a été mis à 
profit pour la détection des activités APE1 et AAG avec les sondes adéquates. Les sondes supportées 
EcoR1-F, THF-F et Ino-F sont incubées avec une concentration croissante en extrait HeLa. A l’issue de 
l’incubation (1h, 37°C), le surnageant est analysé par spectrofluorimétrie puis par PAGE (Figure 40). 
On observe sur gel comme par spectrofluorimétrie que l’intensité du signal est dose dépendante de 
la concentration en extrait pour les sondes Ino-F et THF-F. Aussi, la limite de détection de l’activité 
APE1 est inférieure à 1 µg/mL d’extrait HeLa. Comme énoncé dans l’étude bibliographique cette 
enzyme possède de nombreuses fonctions dans la cellule et est donc présente en quantité 
importante. En revanche, des concentrations supérieures à 50 µg/mL sont nécessaires pour détecter 
l’activité de l’AAG. Ceci s’explique d’une part par le fait que le clivage de la sonde Ino-F nécessite 
l’action de deux enzymes ; d’autre part, cette glycosylase très spécifique des purines endommagées 
n’est que faiblement produite dans les cellules.  
L’analyse PAGE confirme que le signal mesuré par fluorimétrie correspond au relargage du 
fragment nucléique fluorescent suite à l’action des enzymes de la réparation ciblées. Toutefois, il est 
intéressant de remarquer que le Nanodrop mesure un signal de fluorescence non négligeable dans le 
cas de la digestion de la sonde témoin EcoR1-F, qui n’ai pas attribué à de la dégradation non 
spécifique (d’après les analyses PAGE, cf. Figures 38 et 39). Ce biais n’étant pas visible lors de la 
détection avec les enzymes purifiées, il est possible que ce signal non linéaire provienne de la 
présence de quantités importantes de protéines, susceptibles d’interagir avec la fluorescence et de 
modifier les propriétés optiques du tampon. La normalisation des données par rapport à l’échantillon 
témoin (sans extrait) permet de rendre compte du différentiel entre la sonde lésée et non lésée, 
permettant une analyse rapide des activités glycosylases et AP-endonucléases à partir d’extraits 
nucléaires (cf. Figure 40c).  
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Figure 40: Détection par spectrofluorimétrie et PAGE des activités AAG et APE1 au sein d’extraits nucléaires 
HeLa : 1 pmol de sonde ODN-F supportée est incubée avec une concentration croissante en extrait nucléaire 
de cellules HeLa. a) Analyse par PAGE; b) Analyse par spectrofluorimétrie; c) Normalisation des résultats 
obtenus par spectrofluorimétrie par rapport au témoin négatif (sans extrait). 
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4.3. Etude d’inhibiteurs de la réparation de l’ADN 
Le développement de nouveaux inhibiteurs des activités de réparation de l’ADN est 
actuellement un enjeu fondamental pour optimiser les thérapies anticancéreuses. Le test fluorescent 
développé dans ce chapitre est potentiellement un outil de choix pour tester l’effet inhibiteur de 
molécules vis-à-vis d’une activité enzymatique spécifique. Dans cette perspective nous avons évalué 
les capacités du biocapteur à mettre en évidence ces activités inhibitrices. La méthoxyamine (Mx), 
inhibiteur indirect de l’activité AP-endonucléase [595, 813], a été employée pour réaliser la preuve 
de concept. Cette petite molécule organique réagit avec la fonction aldéhyde du 2-désoxyribose non 
cyclique des sites abasiques, formant un éther d’oxime (structure et mécanisme en Figure 41). Ce 
produit de réaction, stable, n’est alors plus substrat pour l’AP-endonucléase, conférant l’activité 
inhibitrice de la Mx vis-à-vis de cette enzyme. Les tests ont été conduits à partir des microbilles 
fonctionnalisées avec les sondes Ino-F et THF-F. Les particules sont incubées avec 500 µg/mL d’extrait 
HeLa en présence d’une concentration de méthoxyamine variant de 0 à 400 mM.  
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Figure 41: Mise en évidence de l'inhibition de l'AP-endonucléase par la méthoxyamine (Mx) au sein d'extraits 
nucléaires de cellules HeLa: 1 pmol des sondes Ino-F et THF-F supportées sont incubées avec 500 µg/mL 
d'extrait HeLa en présence d’une concentration croissante en Mx. Analyses comparées par PAGE 
(histogramme) et par spectrofluorimétrie (diamants) illustrées du mécanisme d’inhibition de l’AP-
endonucléase par la méthoxyamine. 
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On constate d'après la Figure 41 que le clivage de la sonde Ino-F est effectivement inhibé de 
façon concentration dépendante par la méthoxyamine. A contrario, la coupure de la sonde THF-F 
reste maximum, même à la plus grande concentration en Mx. Ces résultats sont en accord avec le 
présent mécanisme d’inhibition, du fait de l’absence de la fonction aldéhyde dans la structure 
tétrahydrofurane.  
On remarque que l’effet inhibiteur de la Mx est significatif à des concentrations élevées, 
supérieures au millimolaire. L’IC50 pour cette molécule, dans les conditions du test, est de l’ordre de 
100 mM (cf. Figure 42). Cette valeur est en complet accord avec les observations de Rosa et al. [596]: 
dans cette étude, un oligonucléotide contenant la lésion uracile (270 fmol) est incubé avec 20 µg 
d’extrait nucléaire HeLa en présence de Mx. Dans ces conditions, l’inhibition du clivage de 
l’oligonucléotide par APE1 à partir d’un extrait nucléaire HeLa est totale pour 200 mM de Mx. Cette 
faible efficacité s’explique par le fait que la molécule n’inhibe pas spécifiquement l’AP-endonucléase 
par un mécanisme de type compétif ou non-compétitif mais modifie la structure du susbtrat de 
l’enzyme en réagissant avec le groupement aldéhydique du site AP. Or, de nombreuses autres 
molécules peuvent réagir avec la Mx, rendant indisponible ce composé. Cet effet, nommé « off-
target » (traduit par hors cible), explique le besoin de grandes concentrations en Mx pour observer 
l’inhibition d’APE1 au sein d’extraits cellulaires [814]. Bien que cette molécule ait montré une 
efficacité thérapeutique convaincante dans plusieurs études [599, 813, 815], le développement 
d’inhibiteurs spécifiques des enzymes de la BER permettrait de maximiser l’effet synergique obtenu 
en combinaison avec des agents génotoxiques [597, 602, 604]. La méthode de détection décrite dans 
ce chapitre, déclinable en test moyen/haut débit, se révèle adaptée pour la mise en évidence de 
molécules inhibitrices d'intérêt thérapeutique.  
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Figure 42: Inhibition de l'enzyme APE1 par la méthoxyamine: calcul de la concentration inhibitrice médiane 
(IC50).   
5.   Conclusion et Limitations  
 149 
5. Conclusion et Limitations 
Au cours de cette première étude, nous avons mis au point un dispositif performant qui 
permet l’analyse de la fonctionnalité d’enzymes de la réparation de l’ADN. Ce projet a été ciblé sur 
deux enzymes majeures de la réparation par excision de base : une ADN N-glycosylase, AAG et une 
AP-endonucléase, APE1. L’outil se caractérise par une sonde d’acide nucléique lésée, auto-
complémentaire (structure tige-boucle), immobilisée sur des billes magnétiques (de 2,8 µm de 
diamètre) par une interaction streptavidine/biotine. Ce format, permet l’utilisation d’un volume 
réduit d’échantillon, fixé à 10 µL.  
Nous avons au préalable démontré que les sondes nucléiques possédant les séquences et la 
structure appropriées, peuvent être clivées efficacement par des enzymes de restriction. Par la suite, 
l’outil s’est révélé également pertinant pour l'analyse rapide, fiable et reproductible de l’activité 
d’enzymes de la réparation purifiées. Dans ce format, ce test est directement applicable à un criblage 
d’inhibiteurs enzymatiques conduisant à l’incision d’acides nucléiques (AP-endonucléases, 
glycosylases, enzymes de restriction, nucléases,…). 
 
Pour répondre à certaines problématiques biologiques, il s’avère utile de pouvoir disposer 
d’un test fonctionnel pour mesurer les activités glycosylases ou AP-endonculéases à partir d’extraits 
nucléaires de cellules d’intérêt. Pour valider notre test dans ce type d'applications, nous avons 
montré que l’outil possède une bonne spécificité pour discriminer les activités AAG et APE1 au sein 
d'un extrait nucléaire de cellules HeLa. La sensibilité pour la détection d’APE1 est excellente du fait 
de l’omniprésence de cette protéine dans l’extrait. La détection de l’AAG, plus faiblement produite, 
est également possible pour de plus grandes concentrations en extrait. Toutefois, dans ces 
conditions, un biais expérimental est introduit par la présence de grande quantité de matériel 
biologique, succeptible de modifier le signal de fluorescence (observé pour la sonde témoin). La 
quantification directe d’activités enzymatiques peut donc s'avérer délicate. Toutefois, ce test reste 
idéalement adapté pour la comparaison de divers extraits nucléaires, dès lors que l’on se place dans 
des conditions de test identiques (2 lignées cellulaires, cellules ayant subits différents traitements 
génotoxiques,…).   
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Dans le chapitre précédent est décrit le couplage de l’outil sondes supportées sur billes 
magnétiques associé à une détection en solution par fluorimétrie. La principale limitation de ce test 
concerne  la détection des activités de la BER à partir d’extraits protéiques. En effet, pour des 
concentrations élevées en extrait, le signal s’avère biaisé, probablement par la présence d’une 
quantité importante de protéines. Afin de pallier à cette difficulté, nous avons envisagé d’analyser 
directement la fluorescence des sondes à la surface des billes, plutôt qu’en solution.  Cette méthode 
permettrait de s’affranchir de la présence des protéines lors de l’analyse par simple lavage des 
microbilles. Egalement, ces dernières peuvent être resuspendues dans un tampon commun 
d’analyse, indépendamment du tampon utilisé lors de la digestion. Une méthode d’analyse de choix 
dans la poursuite de cet objectif est la cytométrie en flux.  
 
1. La cytométrie en flux : principe et fonctionnement 
La cytométrie en flux (« flow cytometry », FC) est une technique d’analyse de cellules ou de 
particules individuelles (Figure 43). La suspension à analyser est injectée sous pression au centre 
d’une gaine liquide pressurisée. Sous la contrainte du flux hydrodynamique, les particules (cellules, 
billes,…) sont alignées une à une afin de traverser individuellement un faisceau laser focalisé sur le 
jet. Les méthodes de mesure sont basées sur l’absorption et la diffusion du rayon laser. Le temps 
d’écrantage du faisceau sur un détecteur placé à 180° (FSC, dans l’alignement de la source, de l’autre 
coté du jet) donne accès à la taille des objets analysés. Un second détecteur (SSC) recevant la lumière 
réfractée à 90° donne des informations sur la granulométrie des cellules. Ces deux paramètres 
permettent par exemple de différencier les lymphocytes, les monocytes et les granulocytes présents 
dans des échantillons sanguins. D’autre part, l’émission de fluorescence peut également être 
analysée simultanément. Les signaux émis sont focalisés et séparés en fonction de leur longueur 
d’onde par un jeu de miroirs et de filtres optiques avant d’atteindre les détecteurs correspondants.   
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Figure 43: Représentation schématique du fonctionnement d'un cytomètre en flux.  
 
 
Historiquement, cette technologie était destinée au comptage et à l’analyse de cellules. C’est 
Moldavan qui, en 1934, conçut le premier appareil capable de dénombrer des cellules circulant dans 
un capillaire devant un détecteur photoélectrique [816]. Depuis, de nombreuses avancées 
technologiques ont permis d’optimiser les paramètres analysés par les cytomètres. Notamment, en 
1969, Dan Villa munit un cytomètre d’une source laser permettant une meilleure focalisation du 
faisceau lumineux et une grande puissance d’excitation pour la détection en fluorescence (pour 
l’analyse de l’ADN ou de protéines sur cellules vivantes). Dans les années 80, les premiers cytomètres 
commercialisés permettent l’analyse simultanée de l’émission de fluorescence à trois longueurs 
d’onde différentes grâce à un jeu de détecteurs. Dans nos recherches, nous avons utilisé un 
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cytomètre en flux commercialisé par la société Becton Dickinston, le FACScalibur®, équipé d’un 
premier laser  permettant l’analyse de trois fluorophores grâce au détecteurs Fl1 à Fl3 (cf. Figure 43). 
Egalement, une diode laser rouge autorise la mesure d’une quatrième fluorescence (Fl4). 
 
2. Stratégies 
L’analyse de la réparation sur microbilles par cytométrie en flux a été pensée selon deux 
stratégies, illustrées en Figure 44.  
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Figure 44: Principe de détection par cytométrie en flux d'activités de réparation par excision de base : a) à 
l'aide de sondes fluorescentes supportées ; b) à l'aide de sondes quenchées supportées. Représentation 
schématique du test, illustrée par l'image des billes fonctionnalisées obtenues par microscopie de 
fluorescence. 
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La première approche, nommée « signal off » dans la suite de ce manuscrit, utilise les billes 
magnétiques fonctionnalisées avec les sondes auto-complémentaires fluorescentes. Dans ce cas, le 
clivage des sondes se traduit par une diminution de la fluorescence en surface des particules. La 
seconde stratégie consiste à fonctionnaliser les microbilles avec des sondes pro-fluorescentes (dites  
« quenchées »). Ici, les sondes sont modifiées par un fluorophore introduit sur la partie de la tige 
immobilisée et par un « quencher » situé sur le brin opposé face au fluorophore. Initialement les 
billes sont donc « éteintes » et l’activité de réparation par excision conduit à l’augmentation de la 
fluorescence. Par opposition à la stratégie « signal off », ce test alternatif sera désigné « signal on ».  
 
 
3. Caractérisation et calibration des billes par cytométrie en flux.  
3.1. Caractérisation des billes 
Avant d’entreprendre les expériences applicatives du test de détection par FC, la 
compatibilité des billes avec le cytomètre a été vérifiée. Les microbilles Dynabeads M-280 Strepta 
« nues » ont été analysées par le FACScalibur. On observe que la taille et la granulométrie des 
particules sont homogènes (Figure 45a), conditions essentielles pour espérer obtenir des valeurs de 
fluorescence exploitables, du fait de l’analyse bille à bille. Notons toutefois la présence de deux sous 
populations de particules distinctes. La population la plus dense correspond aux billes isolées, que 
l’on souhaite analyser. La seconde, caractérisée par une taille relative plus élevée, représente des 
doublets de billes formés par des interactions non spécifiques. Ainsi, ces objets possèdent une 
fluorescence deux fois plus élevée que les billes individualisées. De ce fait, il est important d’exclure 
les doublets lors du traitement des données.  
Concernant la mesure de la fluorescence, on constate que le signal des billes fonctionnalisées 
avec les sondes fluorescentes (cy3) est bien distinct de celui des billes « nues », bien que la différence 
ne soit que d’une unité logarithmique. Aussi les billes portant les sondes quenchées possèdent un 
signal de fluorescence faible proche de celui des billes « nues », validant le quenching efficace des 
sondes immobilisées (Figure 45b).  
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Figure 45: Analyse des microbilles D par cytométrie en flux: a) Diagramme taille (FSC) / granulométrie (SSC) 
des billes "nues"; b) Histogrammes de fluorescence Fl2 (cy3) des billes « nues » et fonctionnalisées par Pst1-F 
ou Pst1-Q. 
 
 
3.2. Calibration du cytomètre  
La linéarité du signal fluorescent a été évaluée. Pour cela, les billes D sont fonctionnalisées 
avec une quantité croissante de sondes EcoR1-F. Le taux de fixation des sondes est mesuré par 
spectrofluorimétrie et les billes sont finalement analysées par cytométrie. Les résultats présentés en 
Figure 46 montrent que la fluorescence pour chaque quantité de sonde est homogène et résolue 
(coefficient de variation < 20 %). Aussi, on constate que le signal est effectivement proportionnel au 
taux de fonctionnalisation de billes, permettant alors la quantification du clivage enzymatique des 
oligonucléotides lors des processus de réparation par excision. 
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Figure 46: Calibration du cytomètre par les billes D fonctionnalisées par une quantité variable de sonde 
EcoR1-F: a) Histogrammes de fluorescence et données statistiques obtenus pour une série d’échantillons ; b) 
courbe de calibration obtenue à partir de deux séries d’échantillons indépendantes.  
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4. Détection « signal off » vs « signal on » 
4.1. Activités des enzymes purifiées 
4.1.a. Analyse  par cytométrie en flux 
La détection du clivage enzymatique généré par l’action d’enzymes de restriction ou de la 
réparation a été investiguée. Les sondes supportées Pst1-(F/Q), THF-(F/Q) et Ino-(F/Q) sont digérées 
par une quantité variable d’enzymes purifiées Pst1, APE1 ou AAG respectivement. Comme 
mentionné dans le paragraphe III.4.1, les sites abasiques formés par l'action de l’AAG sont révélés par 
un excès d’APE1.  
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Figure 47: Comparaison des stratégies « signal on » et « signal off » pour la détection de l’activité d’enzymes 
purifiées : les sondes fluorescentes ODN-F ou quenchées ODN-Q supportées sont incubées avec une gamme 
d’enzymes purifiées correspondantes. Les résultats bruts enregistrés par cytométrie en flux (gauche) sont 
ramenés au taux de coupure de chaque enzyme (droite).  
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Les histogrammes exposés en Figure 47 démontrent l’uniformité de la digestion des billes, 
quelle que soit la concentration enzymatique. Les moyennes arithmétiques ont été utilisées pour 
quantifier le taux de coupure pour chaque échantillon. Pour chaque enzyme, Il est intéressant de 
constater que le taux de coupure des sondes fluorescentes ou pro-fluorescentes est sensiblement 
identique (Figure 47, histogrammes). Aussi, pour les lésions inosine et THF, le signal maximum atteint 
pour les sondes quenchées (22.5 ± 0.5) coïncide avec le signal initial (témoin négatif) pour les sondes 
fluorescentes correspondantes, confirmant une réparation quantitative des oligonucléotides. En 
revanche, la sonde Pst1-F présente un signal initial plus élevé (30.0 ± 0.3). Cette sonde est 
probablement de meilleure qualité en terme de fluorescence, le chromophore ayant pu conserver 
une meilleure intégrité lors de la synthèse, de la déprotection et/ou de la purification.  
  
4.1.b. Détection du clivage enzymatique en temps réel 
L’utilisation de sondes quenchées peut être mise à profit pour détecter la réparation de 
l’ADN en temps réel.  Pour cela un « thermocycleur », utilisé conventionnellement pour réaliser des 
expériences de PCR quantitatives, a été détourné de sa fonction primaire pour être utilisé comme 
une plateforme de lecture de fluorescence en temps réel (format 96 puits; 10 µL par échantillon).  
La démarche expérimentale a été la suivante : les microbilles D supportant les sondes ODN-
Q, sont refroidies à 4°C puis incubées avec une quantité variable d’enzyme purifiée ciblée (Pst1, APE1 
et Aag pour les sondes Pst1-Q, THF-Q et Ino-Q, respectivement). L’incubation se poursuit 1h dans le 
thermocycleur Stratagene Mx3005p (Agilent Technologies) à une température fixée à 37°C. 
L’intensité de fluorescence pour chaque échantillon est mesurée chaque minute. Les résultats 
exposés en Figure 48 montrent que la cinétique enzymatique est dépendante de la quantité 
d’enzyme pour chaque sonde. Notamment la pente à l’origine, calculée pour chaque concentration 
enzymatique à partir de trois expériences indépendantes, est constante traduisant une bonne 
reproductibilité de la vitesse initiale.  Toutefois, le calcul des constantes enzymatiques  (la vitesse 
maximale, Vmax et la constante d’affinité, Km) n’a pas été entrepris. Il serait intéressant de 
reproduire cette expérience avec différentes quantités de sonde initiales afin de comparer l’affinité 
des enzymes pour les lésions supportées par rapport aux sondes en solution et aux constantes 
décrites dans la littérature. Le changement d’appareil de mesure serait alors nécessaire pour avoir 
accès à la vitesse initiale réelle. En effet, bien que les échantillons soient conservés dans la glace 
avant l’analyse par le thermocycleur, il existe un délai d’environ 2 minutes avant que ce dernier ne 
démarre les mesures, exposant ainsi les échantillons à température ambiante à laquelle sont 
partiellement actives les enzymes étudiées. Ce dernier point soulevé ici explique les différences 
d’intensités de fluorescence à t = 0 minute, dépendante de la concentration protéique.  
IV   ANALYSE DE LA REPARATION PAR EXCISION DE BASE PAR CYTOMETRIE EN FLUX 
 160 
5000
10000
15000
20000
25000
30000
35000
40000
45000
0 10 20 30 40 50 60
5000
10000
15000
20000
25000
30000
35000
0 10 20 30 40 50 60
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
0
0,25
0,5
1
2,5
5
5000
10000
15000
20000
25000
30000
35000
40000
45000
0 10 20 30 40 50 60 0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
T-
0
0,001
0,0025
0,005
0,025
0,05
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
1600
1800
2000
0
0,25
0,5
1
5
10
I f
lu
o
 (
u
.a
.)
Temps (min)
P
en
te
 à
l’o
ri
gi
n
e 
(u
.a
./
m
in
)
Pst1-Q
THF-Q
Ino-Q
Pst1 (u)
APE1 (u)
AAG (u)
 
Figure 48: Cinétique de coupure des sondes ODN-Q supportées par les enzymes purifiées correspondantes. 
Détection en temps réel par fluorescence avec un thermocycleur (gauche, 1h à 37°C) et pente à l’origine 
calculées pour chaque quantité d’enzyme (droite).  
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4.2. Activités enzymatiques au sein d’extraits nucléaires de cellules HeLa 
4.2.a. Stratégie « signal off » 
Pour comparaison avec la détection par fluorimétrie, la détection par FC de la réparation à 
partir d’extraits de cellules HeLa avec les sondes fluorescentes supportées a été considérée.  Avant 
l’analyse, les billes sont resuspendues dans du tampon phosphate salin (PBS) contenant 0.2 % de 
Tween 20. Ce dernier composant est important dans le cas de l’incubation des billes avec des extraits 
protéiques. Il limite l’agglomération des billes observée par FC (accumulation de doublets) lorsque 
les particules sont reprises dans du PBS seul.  
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Figure 49: Détection par cytométrie en flux (« signal on ») des activités enzymatiques ciblées au sein 
d’extraits nucléaires HeLa : Les sondes fluorescentes supportées sont incubées avec une concentration 
croissante en extrait nucléaire de cellules HeLa (1h, 37°C). Les données brutes sont représentées sous forme 
d’histogrammes superposés, correspondant chacun à une concentration en extrait.  
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Premièrement, on remarque comme pour l’analyse spectrofluorimétrique que la sonde 
THF-F est incisée plus efficacement que la sonde Ino-F (Figure 49). Aussi, la limite de détection 
inférieure respective est de 0.5 et 50 µg de protéines/mL. Il est également surprenant de constater 
que le signal pour les sondes témoins augmente avec la concentration en extraits. On enregistre 
entre 10 et 12 % d’augmentation de la fluorescence à 500 µg/mL. Il est connu que la fluorescence 
des cyanines est sensible à son environnement proche. Par exemple, la présence d’un nucléotide en 
face du fluorophore peut atténuer ou au contraire accroître la fluorescence de celui-ci [817]. 
Certaines protéines peuvent également moduler l’intensité de fluorescence de ces chromophores 
[818]. L’observation expérimentale mentionnée n’est donc pas anormale mais pourrait être le 
résultat d’une ouverture partielle du duplexe, médiée par la fixation de protéines, et/ou de 
l’interaction directe du fluorophore avec certaines protéines nucléaires. La conséquence de ce 
phénomène est une sous-estimation du taux de clivage des sondes lésées. Dans un but ultérieur de 
quantifier précisément ces activités de réparation, il est important de développer une méthode de 
normalisation des données en fonction de la sonde témoin, tenant compte de ce biais expérimental. 
La normalisation des données par rapport au témoin négatif, sans extrait (Figure 50), permet de 
mettre en évidence la coupure effective de la sonde Ino-F. Un protocole de lavage ou de chauffage 
des billes avant l'analyse est également envisagé.  
 
La courbe de calibration permet de calculer approximativement le taux de coupure maximal 
des sondes. Ce dernier approche les 40 % pour la sonde Ino-F et est supérieur à 90 % pour la sonde 
THF-F. Notons que ce faible taux de coupure par l’Aag est également rapporté dans la littérature 
[761, 771, 773]. 
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Figure 50: Normalisation des données par rapport au témoin négatif : les données brutes (haut) sont 
normalisées par rapport au témoin négatif sans extrait (bas). 
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La question de l’accessibilité de l’hypoxanthine à l’Aag s’est alors posée, en vue d’expliquer le 
taux de coupure plafonné pour la sonde Ino-F. Pour tester ce paramètre, les billes correspondantes 
ont été incubées avec 500 µg/mL d’extrait HeLa avec ou sans complément d’Aag (fixé à  0.05 u).   
Fl
2
 (
cy
3
)
0
5
10
15
20
25
30
T- HeLa HeLa +
Aag  
Figure 51: Effet de la complémentation de l’extrait HeLa avec l’AAG purifiée : la sonde Ino-F supportée est 
digérée par 500 µg/mL d'extrait HeLa avec ou sans complément d'Aag (0.05 u). Analyse par cytométrie en 
flux (gauche) et par PAGE (droite). 
 
On constate que l’addition de l’enzyme purifiée permet de cliver quantitativement les sondes 
(mesuré par cytométrie en flux et visualisé par PAGE, Figure 51). Ce résultat prouve que l’accessibilité 
des sondes n’est pas le facteur limitant dans la détection de l’activité glycosylase. En revanche, la 
faible expression de l’Aag dans la lignée étudiée explique la faible diminution de signal déterminée 
par cytométrie et confirmée par PAGE.  
Ainsi, l’analyse par cytométrie en flux de microbilles supportant les sondes fluorescentes 
permet de détecter des activités enzymatiques prépondérantes telles qu’APE1 mais également des 
enzymes présentes en plus faible quantité dans les extraits telles que la glycosylase AAG.  
 
4.2.b. Stratégie « signal on » 
La même expérience a été conduite avec les sondes pro-fluorescentes sur support (Figure 
52). Etonnamment, on constate que la sonde témoin Pst1-Q enregistre un signal fluorescent positif 
dès 10 µg/mL d’extrait, maximum à 100 µg/mL (Figure 52a). Cette observation rend ininterprétable 
les données pour les sondes lésées. L’analyse PAGE de la digestion de cette sonde en solution (Figure 
52b) révèle la formation d’un produit migrant légèrement plus rapidement, sans dégradation 
additionnelle, même aux plus grandes concentrations protéiques. Le chromatogramme HPLC de ce 
produit isolé (Figure 52c) atteste d’un temps de rétention plus faible que l’oligonucléotide substrat 
ainsi que de l’absence du signal d’absorbance à 453 nm, ordinairement caractéristique du dabcyl. Le 
spectre UV-visible du composé formé dans l’extrait HeLa confirme l’absence de ce résidu (Figure 
52d). Il semblerait donc que l'entité dabcyl, en 3’ des sondes ODN-Q, soit excisée quasi 
spécifiquement dans l’extrait nucléaire étudié ici. 
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Figure 52: Mise en évidence de la dégradation de la sonde Pst1-Q dans un extrait nucléaire de cellules HeLa: 
a) Analyse par cytométrie en flux de la digestion de 1 pmol de sonde Pst1-Q supportée par une concentration 
croissante en extrait; b) Analyse par PAGE de la digestion de 1 pmol de sonde Pst1-Q en solution par la 
même gamme d’extrait ; c) Spectre UV-visible du produit de dégradation visualisé sur le gel d'acrylamide ; d) 
Chromatogramme de ce même produit (colonne C18 250 x 4.60 mm, 5 µm, 50°C; gradient 0-35 % ACN dans 
TEAA 10 mM en 40 min) : détection en absorbance à 260 nm (haut), à 453 nm (milieu) et en fluorescence 
(bas, λex = 546 nm; λem = 563 nm). 
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5. Optimisations de la détection par cytométrie en flux 
Nous venons d’établir que les sondes ODN-Q sont inexploitables pour la détection de la 
réparation dans les extraits cellulaires du fait de leur dégradation (§ IV.4.2.b). Malgré ce résultat 
négatif, l’utilisation de sondes quenchées reste pertinente pour l’analyse en temps réel. Ainsi, le test 
« signal on » a été optimisé selon plusieurs paramètres détaillés ci-après.  
 
5.1. Orientation des oligonucléotides 
Tout d’abord il est primordial de stabiliser les sondes en présence d’extraits protéiques. 
Partant de l’hypothèse que l’excision du quencher dabcyl dans ces conditions est due à son 
positionnement à l’extrémité 3’ de l’oligonucléotide, nous avons évalué l’effet de l’inversement de 
l’orientation du double brin. Les sondes ODN-Q2 ont été synthétisées dans ce but. L’immobilisation 
de ces sondes est guidée par l’extrémité 3’ tandis que le quencher est introduit à l’extrémité 5’. La 
digestion par un extrait HeLa des billes fonctionnalisées par la sonde Pst1-Q2 (dabcyl 5’) ou par la 
sonde Pst1-Q (dabcyl 3’) démontre que la dégradation de la première est grandement limitée par 
rapport à la seconde (Figure 53). Ce résultat prouve que l’immobilisation des sondes sur le support 
par l’extrémité 3’ améliore la stabilité des oligonucléotides dans un milieu biologique complexe. Dans 
cette configuration, le dabcyl introduit en 5’ n’est pas reconnu et excisé par les nucléases cellulaires, 
validant cette méthode d’analyse pour la détection des activités de la réparation dans les extraits 
cellulaires. 
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Figure 53: Evaluation de la stabilité des sondes Q2 dans un extrait nucléaire de cellules HeLa: analyse par 
cytométrie en flux de la digestion de 1 pmol de sonde Pst1-Q ou Pst1-Q2 supportées par une concentration 
croissante en extrait. 
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5.2. Choix du couple de chromophores 
Dans le but d’augmenter le rapport signal sur bruit des billes fonctionnalisées, le 
remplacement des chromophores a été examiné. En effet, le cytomètre utilisé possède deux sources 
d’excitation. Un laser à argon fixé à 488 nm et une diode laser émettant à 635 nm. D’après le spectre 
d’excitation de la cyanine 3, il s’avère que la source à 488 nm ne permet pas d’exploiter au maximum 
le potentiel de ce fluorophore qui présente un maximum d'excitation à 550 nm. Ceci explique que le 
signal maximum observé avec le cy3 soit modéré (différence d’un log10 avec le signal minimal). En 
revanche, la cyanine 5 possède un maximum d’excitation à 650 nm, relativement proche de la 
longueur d’onde de la diode laser rouge. Par conséquent, nous avons évalué le bénéfice apporté par 
le remplacement de la cyanine 3 par la cyanine 5. Pour cela, les sondes ODN-Q2 et ODN-Q3 sont 
incubées avec une quantité croissante d’enzymes purifiées (Pst1 et APE1 pour les sondes Pst1 et THF 
respectivement). Les résultats sont reportés en Figure 54. On remarque que le signal maximal 
mesuré est nettement supérieur dans le cas du marquage des sondes avec la cyanine 5 par rapport à 
la cyanine 3. Notons que ces valeurs sont exprimées en unités arbitraires et dépendent du réglage du 
photomultiplicateur correspondant (détecteur Fl2 pour le cy3 et Fl4 pour le cy5). Ainsi, elles ne sont 
pas directement comparables entre elles. Néanmoins, la différence de signal de deux logs décimaux 
permet de conclure que  la cyanine 5 est un marqueur plus adapté, du fait de sa brillance accrue et 
de l’excitation optimisée.  
D’autre part, il se trouve que le bruit, c'est-à-dire le signal mesuré pour les billes en absence 
de digestion, est également augmenté. Dans ce cas, le dabcyl n’apparaît pas comme le quencher 
idéal de la cyanine 5 (EffQ30 = 75 %). Ce résultat a été présenté dans le paragraphe II.4.3. 
Le quenching de la cyanine 5 a été amélioré par le remplacement du dabcyl par le Black Hole 
Quencher 2 (BHQ-2). Dans ce cas, on observe que le signal après coupure reste centré autour de 103 
u.a. (Figure 54). Surtout, le bruit est diminué d’un facteur 7 par rapport aux sondes ODN-Q3. 
L’efficacité de quenching pour le couple cy5/BHQ-2 est supérieure à 95 %. Il est intéressant de noter 
que la sonde Pst1-Q4 enregistre un meilleur rapport signal/bruit (« signal to noise ratio », STNR). Que 
la sonde THF associée. Ce différentiel est attribué à l’emploi d’un synthon différent pour la synthèse 
de la sonde Pst1-Q4, réalisée par la société Eurogentec. Dans ce cas, la cyanine 5 est introduite via un 
conjugué désoxythymidine (dT-cy5). Nous supposons que le degré de liberté supplémentaire apporté 
par le linker entre le résidu thymidilate et la cyanine 5 permet d’optimiser l’interaction avec le 
quencher et favorise le transfert d’énergie. Dans le cas de la sonde THF-Q4, la cyanine 5 est insérée 
via le phosphoramidite correspondant, sous-entendant une flexibilité réduite à l’intérieur du double 
                                                          
30
 EffQ= efficacité de quenching i.e. le rapport maximum entre le signal mesuré pour la sonde clivée et celui de 
la sonde quenchée. 
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brin. Cette observation sera également manifeste quel que soit le support utilisé et la méthode de 
détection employée.  
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Figure 54: Optimisation du choix des chromophores et évaluation du rapport signal sur bruit (STNR) : les 
sondes Pst1 et THF supportées sur microbilles D sont incubées avec une quantité croissante de l’enzyme 
purifiée correspondante (1h, 37°C). Les résultats de l’analyse par cytométrie en flux sont reportés sous forme 
d’histogrammes.  
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En conclusion, il apparait que le couple cy5/BHQ-2 est le plus adapté pour la détection du 
clivage des sondes quenchées supportées. Cependant, certaines expériences décrites dans la suite de 
ce manuscrit sont réalisées avec les sondes Q2 ou Q3, du fait de la chronologie de synthèse des 
différentes sondes.  
 
5.3. Changement de support 
La cytométrie étant une technique permettant de mesurer la fluorescence de particules une 
à une, le changement de support est un facteur important, susceptible de modifier la sensibilité de 
notre outil. Dans le but d’optimiser ce paramètre, nous avons remplacé les billes D par des billes de 
plus grand diamètre fournies par la société Kisker. Ces nouvelles particules magnétiques (billes K) ont 
un diamètre compris entre 4 et 4,5 µm et sont fonctionnalisées par des groupements biotine 
covalemment couplés à l’albumine de sérum bovin (BSA). Ainsi, les billes K sont préalablement 
fonctionnalisées par un excès de streptavidine. Cette protéine possédant quatre sites de fixation, elle 
autorise l’immobilisation consécutive des sondes ODN-Q4. Le biocapteur ainsi obtenu, chaque lot de 
sondes (Pst1 ou THF) est, comme précédemment, digéré par une gamme croissante d’enzymes 
purifiées avant d’être analysé par cytométrie en flux. Les résultats présentés en Figure 55 indiquent 
que ces nouvelles billes permettent un gain supplémentaire de signal d’un facteur 1.8. Ce dispositif, 
utilisant des billes d’une taille supérieure, semble être un bon candidat dans la perspective de 
développer un test plus sensible.  
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Figure 55: Analyse par cytométrie en flux de la digestion des sondes Pst1-Q4 et THF-Q4 supportées sur billes 
K par l'enzyme purifiée correspondante. 
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Afin justement d’évaluer la sensibilité de cet outil, une nouvelle sonde a été synthétisée dans 
le but de détecter les activités uracile N-glycosylases. Ces enzymes conservées des bactéries aux 
mammifères sont des glycosylases monofonctionnelles capables d’exciser spécifiquement les bases 
uracile présentes dans l’ADN simple ou double brin mais pas dans l’ARN (c.f. I.5.2). La sonde d’ADN 
contient donc dans la tige, une désoxyuridine remplaçant une désoxycytidine (c.f. Tableau 6). La 
Figure 56 montre les résultats de l’analyse par cytométrie de la digestion de la sonde Ura-Q4 
supportées sur billes K. On observe que la limite de détection de l’activité UDG de E. Coli (Biolabs) est 
de 5 10-5 u soit 5 10-3 u/mL. Une étude récente relatant la détection de cette même enzyme par un 
biocapteur électrochimique expose une limite de détection basse sensiblement supérieure de 8 10-3 
u/mL [776]. 
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Figure 56: Analyse par cytométrie en flux de la digestion de la sonde Ura-Q4 supportée sur billes K par l'UDG 
purifiée (+ 1 u APE1). 
 
 
 
La confirmation de la spécificité des sondes est donnée par l’analyse PAGE de la digestion des 
sondes Ura et THF-Q4 par les enzymes ciblées UDG et APE1, respectivement (Figure 57): le clivage de 
la sonde portant la lésion uracile est observé uniquement lorsque UDG et APE1 sont présents (ligne 
3). Or cette même sonde n’est pas coupée par l’action de l’AP-endonucléase seule (ligne 2), 
contrairement à la sonde incluant l’analogue de site abasique THF (ligne 5).  
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Figure 57: Validation de la spécificité des sondes pour la détection des enzymes ciblées : analyse PAGE de la 
digestion des sondes Ura-Q4 (lignes 1-3) et THF-Q4 (lignes 4-5) en solution (1 pmol, 100 nM), par les enzymes 
purifiées. Lignes 1 et 4 = témoins négatifs, lignes 2 et 5 = 1 u APE1, ligne 3 = 0.1 u UDG + 1 u APE1.  
 
 
Des expériences complémentaires ont été menées afin de visualiser les cinétiques des 
digestions enzymatiques pour les trois sondes immobilisées sur les billes K. La Figure 58 montre la 
relation dose-réponse qu’il existe entre la quantité d’enzyme utilisée et l’augmentation de la 
fluorescence au cours du temps. Aussi, on constate que la sonde Pst1-Q4 enregistre un signal initial 
environ deux fois plus faible que pour les deux autres sondes lésées. Comme théorisé dans le 
paragraphe IV.5.2, le meilleur quenching apparent de la sonde non lésée résulterait de l’utilisation 
d’un monomère fluorescent plus à même d’être proche du quencher (conjugué cy5-dT). En revanche, 
cette même sonde atteint un signal maximal 2 à 2.5 fois plus faible que pour les sondes THF et Ura-
Q4 (20 000 contre 45-50 000 u.a.). Or, cet écart n’est pas aussi prononcé lors de la détection par 
cytométrie en flux (Figure 55). Bien qu’aucune explication n’ait été avancée pour cette observation, 
nous pouvons émettre l’hypothèse que ce phénomène résulte de l’adsorption non spécifique, ou par 
hybridation du fragment nucléique généré par le double clivage enzymatique de Pst1 (séquence de 8 
monomères de l'extrémité 5', incluant le quencher). Dans le cas de la digestion par les enzymes de la 
réparation un seul fragment plus long est libéré, dont l'interaction avec la surface des billes devrait 
être minimisée du fait de sa taille (29-30 monomères). Egalement, l’utilisation du conjugué dT-cy5 
(sonde Pst1) plutôt que du phosphoramidite cy5 pourrait jouer un rôle. On peut imaginer que 
l’interaction avec le BHQ2 est plus stable dans le premier cas que dans le second et serait 
suffisamment énergétique pour retenir en partie le quencher à proximité du fluorophore, même 
après la coupure. La resuspension des billes dans du PBS contenant 0.2 % de Tween 20 avant 
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l’analyse par cytométrie permettrait la rupture de ces interactions, expliquant ainsi une différence 
d’intensité de signal mineure dans ce cas.  
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Figure 58: Cinétique de coupure des sondes ODN-Q4 supportées sur billes K par les enzymes purifiées 
correspondantes (1h à 37°C). Détection en temps réel par fluorescence avec un appareil de type 
thermocycleur.  
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6. Expériences applicatives 
Dans cette partie seront exposés quelques exemples d’applications mises en œuvre pour 
évaluer la spécificité, la sensibilité et la solidité de notre biocapteur et de la méthode de détection 
associée. 
 
6.1. Détection des activités APE1 et UNG dans les extraits de cellules HeLa 
La détection des activités de la BER à partir d’extraits nucléaires HeLa a été évaluée. Les billes 
D sont fonctionnalisées par les 3 oligonucléotides Pst1, THF et Ura-Q4. Les billes sont ensuite 
incubées avec une concentration variable d'un extrait nucléaire de cellules HeLa. Le clivage des 
sondes est suivi en temps réel à 37°C  par mesure de fluorescence (Figure 59a). Finalement, les 
particules sont suspendues dans du PBS et analysées par cytométrie en flux (Figure 59b). La 
résistance du biocapteur est validée par l’absence de dégradation des sondes non lésées Pst1-Q4. 
Pour les billes THF-Q4, nous retrouvons des caractéristiques similaires aux billes THF-F : La limite de 
détection basse est inférieure à 1 µg/mL d’extrait tandis que le signal maximum est obtenu pour 10 
µg/mL. Aussi, l’activité uracile glycosylase dans ce même extrait est détectée également dès 1 µg/mL 
et est dose-dépendante de la concentration en protéines.  
On constate également que la vitesse initiale de digestion augmente avec la concentration en 
extrait (Figure 59a). Comme on pouvait s’y attendre, la cinétique de coupure des sondes THF-Q4 est 
plus rapide que pour les sondes Ura-Q4. L’hypothèse la plus probable est que le clivage de la sonde 
THF nécessite l’action d’APE1 uniquement alors que la sonde Ura est incisée suite à l’action conjointe 
de la glycosylase puis d’APE1. Dans le cas de la réparation de l’uracile par les extraits nucléaires, nous 
faisons principalement référence à la réparation par la glycosylase prépondérante UNG2 [427, 737]. 
Toutefois, il n’est pas exclu que d’autres ADN N-glycosylases participent à l'excision de cette lésion 
dans les conditions du test. Nous pouvons raisonnablement penser que SMUG1 joue un rôle non 
négligeable dans ce contexte [358]. TDG et MBD4, plus spécialisés, joueraient un rôle modeste. 
L’utilisation d’extraits déficients en UNG2 permettrait d’évaluer la contribution des autres 
glycosylases à la réparation des sondes supportées développées [436].  
D’autres effets peuvent expliquer cette différence de cinétique : il est possible que l’activité 
d’UNG dans le tampon commun de digestion ne soit pas optimale (force ionique, présence de 
cofacteurs ou de protéines accessoires telle que PCNA [427, 432]). Notamment, il a été montré 
qu'UNG est stimulée par la présence de Mg2+ [354], cation absent du tampon de digestion pour 
limiter la dégradation non spécifique par les nucléases.  
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La fluorescence finale enregistrée par le lecteur de fluorescence (t = 60 min) corrèle avec 
l’intensité de fluorescence mesurée par cytométrie en flux. En effet, on relève un signal maximal à 10 
et 50 µg/mL pour les sondes THF et Ura-Q4 respectivement, avec ces deux méthodes de détection.   
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Figure 59: Détection des activités APE1 et UNG à partir d'un extrait nucléaire de cellules HeLa: a) détection 
en temps réel de la digestion d’1 pmol de sonde THF-Q4 ou Ura-Q4 par une gamme d’extrait (1h, 37°C) suivi 
de b) l’analyse par cytométrie en flux des microbilles fonctionnalisées.   
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6.2. Etude des activités de lignées de glioblastomes humains LN428 
Dans le chapitre I, nous avons discuté du rôle des systèmes de réparation de l’ADN, plus 
précisément de leur dysfonctionnement, dans l’étiologie de pathologies telles que le cancer, 
certaines maladies génétiques ou neurodégénératives. Plusieurs déficiences sont mises en cause 
dans les processus de carcinogénèse, c'est-à-dire dans le développement et l’installation de la 
maladie. En outre, il a été montré qu’une surexpression ou sous expression d’une enzyme de la 
réparation, dont certaines du BER, peut être à l’origine de phénomènes de résistances aux 
traitements anticancéreux, entravant la rémission. L’enjeu actuel de la médecine et de mettre au 
point des traitements personnalisés, adaptés à chaque patient afin de combattre au mieux la 
progression tumorale31. Dans cette expectative, il est nécessaire de disposer de tests rapides et 
sensibles capables de discriminer les différences d’activités enzymatiques liées à ces résistances. 
L’outil développé ici a été soumis et validé vis-à-vis de différents extraits nucléaires afin d’évaluer ses 
capacités de discrimination.  
 
Le modèle choisi pour cette étude est une lignée de glioblastome humain LN428, p53 
déficient (société Trevigen). La lignée est dérivée en deux sous-lignées : l’une, contrôle (KD-CTRL), 
exprime un plasmide « vide » (sans fonction); L’autre exprime un plasmide codant pour un shARN  
(« small hairpin » ARN) dirigé contre APE1. Ainsi,  cette seconde population cellulaire sous produit 
cette enzyme (« knowdown APE1 », KD-APE1) par la technique d’interférence par ARN (cf. Figure 60). 
Brièvement, le plasmide possède un promoteur d’expression qui n'est ni spatialement ni 
temporellement régulé afin de promouvoir une inhibition constitutive de la production de la protéine 
cible. Ainsi, le plasmide est traduit en pré-shARN (ARN pré-messager) qui va lui-même être 
métabolisé en shARN. Cette entité nucléique est en fait un fragment d’ARN auto-complémentaire et 
donc double brin. Ce double brin d’ARN est reconnu par l’endoriboucléase Dicer, qui le morcèle en 
fragments courts de 20 à 25 nucléotides, nommés siARN (pour « small interfering » ARN ou ARN 
interférents). Ces fragments nucléiques sont pris en charge par le complexe multiprotéique RISC 
(« RNA-induced silencing complex ») qui, par une sous unité hélicase, déshybride le double brin. Le 
brin « passager » est alors éliminé tandis que le brin « guide » reste intégré au complexe. Celui ci, 
complémentaire d’une portion de l’ARN ciblé (en l’occurrence codant pour la protéine APE1), 
s’hybride alors à ce dernier nouvellement synthétisé. L’unité catalytique Argonaute (Ago2) du 
complexe RISC dégrade l’ARN cible, par son activité RNAse, empêchant in fine sa traduction en 
protéine. 
                                                          
31
  Au-delà des contraintes économiques restreignant la pratique à grande échelle d’une telle médecine 
personnalisée. 
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Figure 60: Principe de l'inhibition de la production de la protéine APE1 par interférence à ARN: un plasmide 
exprimant un shARN dirigé contre l'ARNm codant pour la protéine est introduit dans une lignée cellulaire. Le 
shARN traduit à partir du plasmide est exporté dans le cytoplasme ou il est métabolisé par 
l’endoribonucléase Dicer qui génère des ARN interférents (siARN) de 20-25 nucléotides. Le brin, dit « guide », 
est intégré dans le complexe RISC tandis que le brin « passager » est éliminé. L’hybridation du brin guide à sa 
cible (ARNm de codant pour APE1) conduit à la dégradation de ce dernier par la protéine Ago2. Le cycle 
hybridation/dégradation induit la déplétion du pool d’ARNm et par conséquent la baisse de la production de 
l’enzyme.  
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Nous avons préparé des extraits nucléaires des deux lignées cellulaires KD-CTRL et KD-APE1, 
en accord avec le protocole détaillé dans la partie « Matériels et Méthodes ».  
Préalablement, nous avons montré, de même qu'avec les extraits HeLa, que la sonde non 
lésée  supportée (Pst1-Q3) n’est pas dégradée dans ces extraits nucléaires (Figure 61).  
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Figure 61: Mise en évidence de la stabilité des sondes Q4 au sein des extraits nucléaires de cellules KD-CTRL 
et KD-APE1 : analyse par cytométrie en flux de la digestion de la sonde Pst1-Q4 supportée sur bille K par une 
gamme d’extrait. 
 
 
L’activité APE1 dans les deux lignées a été déterminée avec les microbilles D conjuguées à la 
sonde THF-Q3. La détection du clivage des oligonucléotides en temps réel est couplée à une analyse 
en point final par cytométrie en flux (Figure 62). Les résultats des mesures cinétiques sont normalisés 
par rapport au témoin négatif, sans extrait. L’analyse par cytométrie en flux révèle une baisse 
significative de l’activité APE1 dans les extraits déficients par rapport aux extraits contrôles à 0.5 et 1 
µg/mL de protéines (p-valeur = 0.007 et 0.005, respectivement). Aussi, cette différence s'estompe à 
de plus grandes concentrations en extraits (p = 0.16 à 2.5 µg/mL et non significatif à 5 µg/mL). 
L’analyse étant réalisée après 60 minutes d’incubation, il est raisonnable de pensez que dans ce laps 
de temps, la quantité d’enzymes présente dans l’extrait KD-APE1, bien que plus faible que dans 
l’extrait KD-CTRL, est suffisante pour cliver quantitativement la sonde contenant le site abasique. 
Néanmoins, la cinétique d’apparition de fluorescence traduit une diminution effective de la vitesse 
de clivage des sondes, attribuée à une production d’APE1 réduite. A un temps donné, l’écart entre les 
deux lignées devient significatif : on note une p-valeur < 5 % entre 21 et 60 minutes pour 1 µg/mL 
d’extrait, entre 20 et 40 minutes pour 2.5 µg/mL d’extrait et entre 1 et 15 minutes pour 5 µg/mL. Ces 
résultats rendent compte de l’importance de l’effet cinétique pour la discrimination d’activités au 
sein de deux lignées cellulaires. Suite à ces expériences, il serait intéressant de réaliser une analyse 
par cytométrie en flux à des temps inférieurs (30 minutes, 15 minutes) afin de comparer la 
significativité de ce résultat.  
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Figure 62: Détection de l'activité APE1 à partir des extraits nucléaires de cellules KD-CTRL et KD-APE1 : a) 
analyse par cytométrie en flux de la digestion de la sonde THF-Q4 supportée sur billes K par une gamme 
d’extraits ; b) détection de l’activité APE1 en temps réel à partir des mêmes échantillons et calcul de la pente 
à l’origine : les résultats sont normalisés par rapport au témoin sans extrait.  
 
 
Partant du postulat établi que l’activité APE1 est plus faible dans la lignée knockdown, nous 
avons évalué la sensibilité de cette lignée vis-à-vis de la méthoxyamine (Mx), inhibiteur spécifique de 
l’AP-endonucléase (cf. § III.4.3). Les conditions opératoires utilisées sont les suivantes : les billes D, 
fonctionnalisées par la sonde Ino-F, sont incubées avec une concentration fixée à 2.5 µg/mL 
d’extraits KD-CTRL ou APE1 auxquelle est ajoutée 0.05 u d’Aag. Cette concentration correspond à la 
concentration minimale pour obtenir 100 % de coupure des sondes quel que soit l’extrait. Le 
complément d’Aag est nécessaire pour la conversion quantitative des résidus désoxyinosine en  sites 
abasiques. De là, une gamme en concentration de Mx est réalisée pour chaque lignée. Les mesures 
de la fluorescence des surnageants par spectrofluorimétrie et de la fluorescence des billes par 
cytométrie sont synthétisées en Figure 63. Nous notons tout d’abord qu’il n’y a pas de différence de 
signal significative entre les deux extraits, en absence de méthoxyamine. Aussi, l’inhibition 
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concentration-dépendante de la coupure de la sonde se traduit par une diminution de la 
fluorescence enregistrée dans le surnagent (ND-3300) et donc réciproquement par une 
augmentation du signal des microbilles (Fl2, FACScalibur). Nous constatons un écart significatif entre 
les lignées KD-CTRL et KD-APE1 à 1 et 5 mM pour les deux méthodes de détection (p < 0.01 pour 
cytométrie en flux et p < 0.05 pour spectrofluorimétrie). Nous pouvons rationnellement conclure que 
notre outil, basé sur un test fonctionnel, est capable de mettre en évidence une différence de 
sensibilité à un inhibiteur entre deux lignées cellulaires (en l’occurrence de l’activité APE1 dans le cas 
présent).  
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Figure 63: Effet de la méthoxyamine sur la coupure de la sonde Ino-F par les extraits KD-CTRL et KD-APE1: 1 
pmol de sonde supportée sur billes K est co-digérée par 2.5 µg/mL d'extrait dopé avec 0.05 u d'Aag purifiée 
en présence d’une concentration croissante en Mx (1h, 37°C). Analyse parallélisée des billes par cytométrie 
en flux (gauche) et du surnageant par spectrofluorimétrie. 
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7. Conclusion 
L’utilisation de la cytométrie en flux pour la détection d’activités du BER s’est avérée fiable et 
efficace. La mesure d’activités d’enzymes purifiées est possible et ce avec une bonne sensibilité. 
Toutefois, il a fallut optimiser la synthèse des sondes pour pallier aux premières limitations de notre 
test. L’emploi de sondes quenchées plutôt que fluorescentes n’a pas permis d’augmenter la 
sensibilité de notre outil, mais s’avère indéniablement avantageux dans le but de suivre en temps 
réel la réparation des lésions. Cependant, nous avons mis en évidence un phénomène de 
dégradation des oligonucléotides pro-fluorescents dans un extrait cellulaire, lorsque le quencher est 
inséré à l’extrémité 3’ (ODN-Q). L’inversement de l’orientation des sondes (ODN-Q2) a permis de 
stabiliser celles-ci vis-à-vis des nucléases cellulaires. Partant de cette configuration, la sonde a été 
optimisée pour obtenir le meilleur rapport signal sur bruit, nécessaire pour améliorer encore la 
sensibilité de la méthode de détection. Nous avons conclut que le couple cy5/BHQ2 (ODN-Q4) 
répondait à ces exigences de par l’excellente brillance du fluorophore et l’efficacité supérieure du 
quencher par rapport au résidu dabcyl.  
L’ensemble des expériences menées a démontré une très bonne reproductibilité et une 
variabilité intra et inter-expérience faible. Pour preuve, le traitement des résultats ne requiert pas de 
technique de normalisation afin de corréler les données entre les manipulations. Notons toutefois, 
une variabilité des signaux maximums, dépendante de la qualité de l’oligonucléotide utilisé, et 
notamment de l’intégrité du fluorophore. Dans les perspectives générales de ce travail de thèse, 
nous proposons une nouvelle méthode d’obtention de ces sondes, pouvant pallier à ce problème et 
faciliter les synthèses.  
La cytométrie en flux autorise l’analyse rapide de plusieurs dizaines d’échantillons (10-15 
secondes par tube). Un dispositif automatisé permettrait d’améliorer d’autant plus le débit 
d’analyse. Pour disposer d’une moyenne de fluorescence fiable, 10 000 microbilles minimum sont 
analysées pour chaque échantillon. Dans ce cas, chaque test ne nécessite qu’une faible quantité de 
sondes, estimée à 10 fmol, soit 100 fois moins que pour la détection par spectrofluorimétrie qui 
nécessite une concentration en oligonucléotide de 100 nM dans un volume réduit à 10 µL. En 
revanche, la principale limitation du test décrit dans ce chapitre concerne une capacité de 
multiplexage nulle. En effet, chaque activité enzymatique doit être mesurée séparément et donc, 
nécessite de disposer de quantités importantes d’échantillons, bien que le test soit réalisé en volume 
réduit. Aussi, le temps d’analyse est multiplié par autant d’activités à mesurer, modérant 
l’exploitation de cet outil dans un format haut débit. Cette limitation sera adressée dans le chapitre 
V. 
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Dans les chapitres précédents, nous avons évoqué la conception d’un nouvel outil destiné à 
la détection d’activités de réparation de l’ADN. La digestion de billes magnétiques fonctionnalisées 
par des sondes nucléiques fluorescentes ou quenchées est couplée à une analyse du surnageant par 
spectrofluorimétrie (cf. Chapitre III) ou des billes elles-mêmes par cytométrie en flux (cf. Chapitre IV). 
Bien qu’ayant prouvé leur efficacité, ces techniques ne remplissent pas le critère « multiplexage » 
fixé dans le cahier des charges initialement établi. Par multiplexage, nous entendons ici que l’outil 
doit permettre la détection simultanée, dans le même échantillon, de plusieurs activités 
enzymatiques. Bien qu’il existe des fluorimètres capables de mesurer simultanément plusieurs 
fluorophores, le cytométre en flux s’avère être un appareillage de choix dans ce but. En effet, le 
cytomètre que nous utilisons est doté de quatre détecteurs de fluorescence et certains appareils 
actuels sont capables d’analyser jusqu’à 15 fluorophores parallèlement. Dans ce chapitre nous 
relatons donc le développement selon deux stratégies d’une telle méthode de détection multiplexée 
basée sur l’analyse par cytométrie en flux. La première technique détaillée ci-après consiste à utiliser 
diverses sondes nucléiques, chacune modifiée par un fluorophore différent. Dans un second temps, 
nous développerons une nouvelle stratégie basée sur l’encodage des billes magnétiques par 
fluorescence pour la distinction des sondes lésées. 
 
1.  Approche « 1 sonde = 1 lésion = 1 fluorophore » 
1.1. Méthodologie 
La détection par fluorescence, contrairement à la radioactivité, offre la possibilité d’utiliser 
plusieurs marqueurs pour la détection de diverses activités enzymatiques simultanément. Basé sur 
ce principe, nous avons utilisé des sondes quenchées marquées par la cyanine 3 ou par la cyanine 5 
pour réaliser une preuve de concept.  
Deux méthodologies ont été comparées. La première consiste à fonctionnaliser deux lots de 
billes D distincts par deux sondes différentes (cf. Figure 64, « 1 bille = 1 sonde »). Un premier lot, 
noté [Pst1-Q2], est fonctionnalisé avec la sonde Pst1-Q2 tandis que le second, nommé [THF-Q3], est 
modifié par l’ODN THF-Q3. En parallèle, nous avons conçu un troisième lot de microbilles (marqué 
[Pst1-Q2 & THF-Q3]) modifié par les deux sondes en quantité équimolaire, désignant ainsi la seconde 
méthodologie (cf. Figure 64, « 1 bille = 2 sondes »).  
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Figure 64: Principe de la détection multiplexée de différentes activités enzymatiques à partir de sondes 
nucléiques marquées par différents fluorophores (Q2 et Q3). Les sondes peuvent être immobilisées sur des 
billes différentes (gauche) ou, au contraire, une même bille peut être fonctionnalisée par les différentes 
sondes en concentration équimolaire (droite). 
 
 
1.2. Détection d’activités à partir d’enzymes purifiées 
Nous avons évalué la capacité discriminatoire des deux méthodologies pour la détection 
multipléxée des activités enzymatiques purifiées. Pour cela, le mélange de billes [Pst1-Q2] et [THF-
Q3] ou l’unique lot de particules [Pst1-Q2 & THF-Q3] sont incubés avec l’enzyme Pst1 (10 u) ou APE1 
(1 u). Les quantités utilisées ici ont été préalablement définies pour permettre la coupure maximale 
des sondes spécifiques, dans ces conditions. Les résultats présentés en Figure 65 démontrent la 
spécificité de la détection quelle que soit la méthodologie. Dans le cas de la stratégie « 1 billes = 1 
sonde », on remarque que seule la fluorescence de la cyanine 5 (correspondant à la sonde lésée) 
augmente lors de la digestion par APE1. Comme attendue, la digestion par l’enzyme de restriction 
Pst1 induit une augmentation drastique de la fluorescence de la cyanine 3 correspondant à la sonde 
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contenant le site de restriction intact. Néanmoins, on remarque que dans ces conditions, la 
fluorescence de la cyanine 5 augmente également, dans une plus faible proportion. Ce résultat 
traduit la capacité de l’enzyme à cliver dans une moindre mesure la sonde dont le site de restriction 
est endommagé par un site abasique (analogue THF).  
Suivant la méthodologie « 1 billes = 2 sondes », on constate des résultats similaires. 
Toutefois, on note un rapport signal sur bruit plus faible, du fait que les billes sont fonctionnalisées 
par seulement 50 % de chaque oligonucléotide. 
0
5
10
15
20
25
30
0 APE1 Pst1
0
200
400
600
800
1000
1200
0
5
10
15
20
25
30
0 APE1 Pst1
0
200
400
600
800
1000
1200
3.2
3.5
2.3
1.9
Fl
2
 (
cy
3
)
Fl
2
 (
cy
3
)
Fl
4
 (
cy
5
)
Fl
4
 (
cy
5
)
"1 bille = 1 sonde " "1 bille = 2 sondes "
 
Figure 65: Détection multiplexée (« 1 sonde = 1 couleur ») d'enzymes purifiées. La preuve de concept est 
réalisée avec les sondes Pst1-Q2 et THF-Q3 immobilisées sur des particules différentes (gauche) ou sur les 
même microbilles (droite) et incubées avec les enzymes APE1 ou Pst1 avant d’être analysées par cytométrie 
en flux.  
 
 
Aussi, on remarque un inversement relatif des signaux (Fl4 > Fl2) pour la digestion avec 
l’enzyme Pst1. Nous avons émis l’hypothèse qu’un transfert d’énergie de fluorescence par résonance 
(FRET), du cy3 vers le cy5 expliquerait ce phénomène. Pour observer un effet FRET, il faut que le 
spectre d’absorption du chromophore accepteur (cy5) recouvre partiellement le spectre d’émission 
du donneur (cy3) et que la distance (typiquement, quelques nanomètres) et l’orientation des deux 
chromophores soient cohérentes avec ce processus de transfert d’énergie. Aussi, il semble que ces 
deux conditions soient remplies dans le cas où les deux sondes sont immobilisées sur la même 
particule (Figure 66).  
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Figure 66: Conditions de transfert d'énergie de fluorescence par résonance (FRET): a) le spectre d'émission du 
donneur (cy3) doit recouvrir au moins partiellement le spectre d'excitation de l'accepteur (cy5) et b) la 
distance et l'orientation des deux chromophores doivent être compatibles avec ce processus de transfert 
d’énergie non radiatif.  
 
Pour confirmer cette supposition, les billes D ont été saturées à 50 % soit par l’ODN Pst1-Q2 
soit par l’ODN THF-Q3. La moitié du stock est conservée comme telle tandis que l’autre moitié est 
saturée par la sonde complémentaire. De cette façon, nous pouvons évaluer l’influence de la 
présence d’une des sondes sur la fluorescence de la seconde. Les trois types de microbilles sont ainsi 
digérés par APE1 ou Pst1. Il est intéressant de constater que la présence de la sonde Pst1-Q2 induit 
une augmentation du signal Fl4 par rapport aux billes supportant uniquement la sonde THF-Q3 
(Figure 67). Réciproquement, le signal Fl2 se voit diminué quand les microbilles Pst1-Q2 sont saturées 
en sonde THF-Q3. Ce résultat tend à prouver l’existence d’un effet FRET entre les deux 
oligonucléotides, lorsque le quenching des fluorophores est annihilé par le clivage des sondes. Ainsi, 
les marqueurs choisis ne semblent par appropriés à cette méthodologie « 1 bille = 2 sondes ». En 
outre, le multiplexage se trouve limité par l’ajout d’autres fluorophores spectralement résolus ainsi 
que par la diminution des signaux due à la fixation de différentes sondes sur le même support.  
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Figure 67: Mise en évidence d'un effet FRET entre la cy3 et la cy5 lorsque les billes sont co-fonctionnalisées 
par les ODN-Q2 et Q3. 
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1.3. Détection d’activités à partir d’extraits nucléaires 
De ce constat, il apparait que la fonctionnalisation des billes par un seul type de sonde est 
plus pertinente. Afin de valider cette approche, la détection de l’activité APE1 au sein d’extraits 
nucléaires de cellules HeLa a été investiguée. Les mesures de fluorescence par cytométrie en flux 
sont reportées en Figure 68. Dans le test multiplexe (avec les billes THF-Q3 et les billes Pst1-Q2 ; 
diamants), les paramètres de détection (limites de détection et signal maximal) sont similaires à ceux 
obtenus pour le test mono-paramétrique (avec les billes THF-Q3 seules ; carrés).  
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Figure 68: Détection de l'activité APE1 au sein d'extraits nucléaires de cellules HeLa : analyse par cytométrie 
en flux de la co-digestion des billes D fonctionnalisées par les sondes Pst1-Q2 ou THF-Q3 (diamants) ou de la 
digestion des billes THF-Q3 seules (carrés). 
 
 
Ce résultat valide cette approche de test multiplexé. Toutefois, le perfectionnement de cet 
outil n’a pas été approfondi pour plusieurs raisons : 
 
 La complexification de ce système nécessite la synthèse de sondes marquées avec 
autant de fluorophores que de lésions. D’une part, le panel de fluorophores disponibles et 
compatibles avec le cytomètre utilisé est restreint ; d’autre part, la synthèse et la 
purification des sondes représentent un investissement en temps et en argent important. 
 L’utilisation d’un fluorophore pour la détection de l’activité de chaque cible nécessite la 
calibration du cytomètre pour chaque longueur d’onde mesurée ainsi qu’une normalisation 
des résultats qui peut s’avérer fastidieuse voire impraticable. 
 Dans l’étude présentée ci-dessus, nous utilisons deux fluorophores dont les spectres 
d’émission sont spectralement distincts, permettant une analyse aisée pour chaque 
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longueur d’onde. Le choix des fluorophores est particulièrement délicat dans le cas d’une 
analyse multiparamétrique de trois, quatre chromophores ou plus. En effet, seule la gamme 
visible est exploitée (voire proche UV ou infrarouge), obligeant à choisir des fluorochromes 
dont les spectres d’émissions se recouvrent partiellement. Il est primordial dans ces 
conditions d’introduire des paramètres de compensations32 qu’il est complexe d’appliquer 
dans ce type d’expériences.  
 
 
2. Encodage des billes magnétiques 
L’encodage de microbilles est une technologie émergeante depuis une vingtaine d’années, 
permettant aujourd’hui la détection simultanée d’une quasi infinité de cibles (protéines, acides 
nucléiques, activités enzymatiques). Le principe, illustré en Figure 69, est le suivant : différents lots 
de billes sont marqués par un ou plusieurs fluorophores de façon à les discriminer en fonction de 
l’intensité et de la longueur d’onde de fluorescence. Chacune des populations de billes obtenues est 
fonctionnalisée par un élément sonde (oligonucléotide, anticorps,…), dirigé contre des cibles 
différentes. L’ensemble des particules est rassemblé et exposé au même échantillon (sérum, extrait 
protéique, …). Les cibles sont marquées par un autre fluorophore rapporteur, conjugué à un 
anticorps ou oligonucléotide permettant la détection de la cible. Finalement, les particules sont 
analysées par cytométrie en flux et le traitement des données permet de séparer à nouveau les 
différentes populations de billes et d’accéder aux paramètres mesurés pour chaque sonde. Avant 
d’exposer la stratégie que nous avons utilisée, nous revenons sur le développement de ce procédé. 
 
                                                          
32
 Les compensations résultent de deux insuffisances. D’un coté, les fluorochromes utilisés n'ont pas une raie 
d'émission fine, mais un spectre large responsable de leurs recouvrements ; d'autre part les trajets optiques 
des rayons lumineux ne permettent de sélectionner que des plages de longueurs d'onde. Il en résulte que 
certains fluorophores vont émettre de la lumière dans des longueurs d'ondes captées par un détecteur qui ne 
leur est pas destiné. Un traitement mathématique des données est indispensable de façon à rectifier le biais 
introduit par ce phénomène. 
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Figure 69: Illustration du système Luminex permettant l'analyse simultanée de 100 molécules. Ce système, 
utilisant 2 sources d'excitation laser (532 et 633 nm), fait appel à des billes encodées par deux fluorochromes 
orange et rouge, couplées soit à des antigènes, des anticorps ou des oligonucléotides. Ceci conduit à détecter 
respectivement des anticorps, des antigènes ou des acides nucléiques (ou nucléotides) (inspiré de [819]). 
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2.1. Etat de l’art 
 
Barcoding technologies have become the basis for a new generation of molecular 
diagnostic platforms for measuring biomarkers in a high-throughput, rapid, and sensitive 
manner. 
Gao, Y. et al. 2011 
 
Une des principales applications d’un test multiplexé utilisant des billes discriminées est 
l’immunologie. La technique de référence pour la détection d’analytes par des anticorps spécifiques 
est le test ELISA (« enzyme-linked immunosorbent assay »). Bien que très fiable et spécifique, ce test 
ne permet de mesurer qu’un seul analyte à la fois. La fixation de ces anticorps à des microbilles 
encodées, couplées à une détection par cytométrie en flux apparait aujourd’hui comme une 
alternative, palliant ainsi aux limites de multiplexage de la méthode immuno-enzymatique. McHugh 
et al. puis Collins et al. ont utilisé des billes de différentes tailles pour la détection simultanée 
d’anticorps sérologiques ou de clusters de différentiation lymphocytaires (CD), respectivement [820, 
821]. Dans ces études, les billes sont distinguées par une diffusion des rayons lumineux différente 
(FSC) et la mesure des analytes est quantifiée par leur reconnaissance avec un anticorps de détection 
fluorescent.  
Parallèlement, la discrimination des billes par fluorescence s’est rapidement imposée comme 
une technique d’encodage simple et versatile. La littérature du début du XXIème siècle est 
particulièrement riche d’exemples : en 2000, Park, M.K. et ses collaborateurs ont développé un test 
basé sur l’encodage de microbilles de 5 tailles différentes par 3 intensités de fluorescence. Les billes 
de latex utilisées dans ce travail sont incubées avec des quantités différentes (nulle, faible ou grande) 
de « DiD oil » (analogue de cyanines). Ce test a donc rendu possible l’identification de 15 sérotypes 
de Stretococcus Pneumonia. La commercialisation à la même époque de microbilles encodées par 
fluorescence par plusieurs compagnies a considérablement accéléré les recherches dans les 
domaines de l’immunologie et du génotypage. Citons parmi d’autres la technologie CBA™ 
(« cytometric bead array ») [822], développée par Becton Dickinson ou FlowMetrix™ [823] déployée 
par la société Luminex (Figure 70). Cette dernière dispose d’un panel de 100 microbilles encodées 
par divers ratios de deux fluorophores rouge et orange. Ce système est largement utilisé pour la 
détection de cytokines [824-826], de toxines [827], de SNP33 [828-831], ou encore d’acides 
nucléiques de virus [832] ou de poisson [833]. 
                                                          
33
 Pour « Single Nucleotide Poymorphism », traduit par polymorphisme nucléotidique. 
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De nouveaux concepts émergeants tendent à renforcer les avantages déjà certains de 
l’encodage optique de microbilles pour le multiplexage. Gao, X., Nie, S. et leurs collaborateurs ont 
publié une nouvelle stratégie d’encodage de billes mésoporeuses avec des quantum dot, permettant 
d’augmenter l’uniformité et l’intensité du signal des billes [834, 835]. L’équipe revendique que 
l’emploi de 6 marqueurs avec 10 intensités de codage différentes permettrait d’obtenir 
théoriquement 1 million de populations de billes [836]. Mais les avantages des quantum dots 
résident surtout dans leur grande stabilité (pas de photoblanchiement, pas de fuite du marquage) et 
par le fait qu’une seule longueur d’onde suffit à l’excitation de plusieurs semiconducteurs [837]. 
 
2.2. Stratégie 
Inspiré des techniques de marquages optiques décrites ci-dessus, nous avons imaginé une 
nouvelle stratégie d’encodage des billes magnétiques par fluorescence, illustrée en Figure 70: les 
billes K portant des groupements biotine sont fonctionnalisées par divers ratios de streptavidine non 
marquée/streptavidine fluorescente (conjuguée à l'Alexa 488). De cette façon, les billes sont 
recouvertes par la même quantité de streptavidine, mais se distinguent par leur intensité de 
fluorescence dans le vert (canal Fl1 du cytomètre). Cette unique étape permet à la fois l’encodage 
des billes et l’introduction de la streptavidine pour l’immobilisation des sondes nucléiques 
biotinylées. Chaque population de billes ainsi obtenue est subséquemment fonctionnalisée avec une 
des sondes (non lésée, THF, Ura,…), toutes marquées par le même couple de chromophores. Les 
études menées antérieurement nous ont amenés à choisir la cyanine 5 comme fluorophore du fait de 
sa brillance et le BHQ2 comme quencher. A chaque lésion est donc associée une intensité de 
fluorescence de la bille.  
L’analyse par cytométrie en flux, mesurant les paramètres de fluorescence pour chaque 
objet, donne accès à la fois à la fluorescence de la bille (Alexa488 dans le canal Fl1) et à la 
fluorescence des sondes en surface (cy5 dans le canal Fl4), proportionnelle au taux de clivage. Le 
traitement informatique des données générées permet d’obtenir le taux de coupure pour chaque 
sonde (cf. § V2.5). 
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Figure 70: Illustration du principe de détection multiplexée d'activités du BER par encodage des microbilles 
avec différents ratios de streptavidine fluorescente (strepta-F).  
V   DETECTION MULTIPLEXEE DES ACTIVITES GLYCOSYLASES ET AP-ENDONUCLEASES 
 192 
2.3. Encodage 
En premier lieu, nous avons défini la quantité optimale de streptavidine nécessaire pour la 
saturation des billes K biotinylées. Ces dernières (2 µL, 20 µg) sont incubées avec 20 µL d’une 
solution de streptavidine conjuguée à l’Alexa 488 (Strepta-F) à différentes concentrations. Au bout de 
60 minutes, les billes sont lavées jusqu’à l’obtention d’un signal de fluorescence nul dans le 
surnageant, preuve que toute les protéines fixées non spécifiquement ont été éliminées. D’après la 
Figure 71a, deux lavages sont nécessaires pour cette étape. Finalement les billes sont analysées par 
cytométrie en flux et la fluorescence est enregistrée dans le canal 1 (Fl1). Les histogrammes obtenus 
pour chaque concentration sont représentés en Figure 71b. La saturation des billes se traduit par 
l’atteinte d’un signal de fluorescence maximum, couplé à la diminution du coefficient de variation. 
Plus ce dernier paramètre est faible, plus la fluorescence des billes est homogène, corrélant ainsi 
avec le fait que celles-ci soit saturées en streptavidine. Ainsi, nous avons estimé que la 
fonctionnalisation totale de 20 µg de billes nécessite entre 0.2 et 1 µg de protéines. Dans ces 
conditions, la fluorescence des billes est supérieure à 1000 u.a. et le coefficient de variation est 
inférieur à 10 %. Pour la suite des expériences, nous avons utilisé un excès de streptavidine fixé à 1 
µg pour la fonctionnalisation de 20 µg de billes K. Ceci permet de limiter l'aggrégation des billes 
induites par le pontage de deux particules par une seule streptavidine.  
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Figure 71: Estimation du taux de greffage de streptavidine sur les billes biotinylées K. Ces dernières sont 
fonctionnalisées par une concentration croissante de streptavidine fluorescente : a) la fluorescence du 
surnageant est analysée par spectrofluorimétrie ; b) la fluorescence et l’homogénéité des billes après les 
lavages sont analysées par cytométrie en flux.   
 
 
Par la suite, différents ratios de streptavidine/streptavidine Alexa 488 ont été optimisés pour 
obtenir des populations de billes, distinctes et distinguables en fluorescence (Fl1), couvrant 
l’ensemble de l’échelle logarithmique. Cette stratégie simple et rapide permet d’obtenir en moins 
d’une heure, jusqu’à 8 populations de billes encodées, parfaitement résolues en fluorescence (Figure 
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72a). Le graphique en Figure 72b, reportant l’intensité de fluorescence des billes en fonction du ratio 
de concentration  [Strepta-F]/ [Strepta]totale, démontre la proportionnalité de ces deux paramètres.  
 
 
FL1 (Alexa488)
B
ill
es
 c
o
m
p
té
es
1 10 100 1000 10000
0
112
225
337
449
1/1000
1/100
1/40
1/25
1/9
1/4
1/1
1
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
[Strepta-F]/[Strepta]totale
Fl
1
 (
A
le
xa
4
8
8
)
b.
a.
 
Figure 72: Mise au point de l'encodage des billes par différents ratios de streptavidine/streptavidine 
fluorescente: a) discrimination des populations de billes en fonction de leur intensité de fluorescence par 
cytométrie en flux ; b) moyenne de fluorescence des billes en fonction du ratio de concentrations entre la 
streptavidine fluorescence et la streptavidine totale.  
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2.4. Fonctionnalisation par les ODN  
Les microbilles étant encodées avec de l’alexa488, elles sont conçues pour supporter les 
sondes marquées à la cyanine 5 afin d’éviter tout phénomène de transfert de fluorescence. Celà 
permet également de s’affranchir du réglage des compensations, qui, dans ce cas, sont négligeables. 
Néanmoins, la détermination de la quantité de sonde nécessaire à la fonctionnalisation des 
billes est menée avec l’oligonucléotide THF-F. Ainsi, 20 µg de billes encodées non fluorescentes sont 
incubées avec une quantité croissante de sonde comprise entre 0 et 2 pmol (20 µL final). Une fois 
lavées, les particules sont analysées par cytométrie (Fl2). La Figure 73 représente les histogrammes 
obtenus pour chaque quantité de sonde. Comme pour l’étape d’encodage, la saturation des sites 
streptavidine vacants et accessibles se traduit par l’atteinte d’un signal maximum et par une 
diminution du coefficient de variation. Ainsi, ce signal caractéristique est observé pour 2 pmol. Dans 
un souci de pallier aux éventuelles erreurs (pipetage, dilution,…) nous avons fixé la quantité optimale 
de sonde à 2.1 pmol pour la fonctionnalisation de 20 µg de billes K encodées. 
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Figure 73: Estimation de la quantité d’oligonucléotides nécessaire pour la saturation des billes encodées : 
analyse par cytométrie en flux des billes recouvertes de streptavidine non fluorescente fonctionnalisées par 
une quantité croissante de sonde THF-F.  
 
Aussi, nous avons constaté que la fonctionnalisation des billes par un oligonucléotide de 
type hairpin, quelle que soit sa nature, induit une atténuation de la fluorescence de la bille de l’ordre 
de 50 % (Figure 74). Des expériences complémentaires ont permis de conclure que ce phénomène 
n’est pas attribué à un transfert de fluorescence de l’alexa488 vers le fluorophore (cy5) et que 
l’immobilisation des sondes sur les billes n’est pas affectée par l’encodage de ces dernières.  Il était 
indispensable de vérifier cette absence de corrélation entre la fluorescence de la bille et la 
fluorescence de la sonde. Dans le cas contraire, les expériences de détection d’activités 
enzymatiques auraient été biaisées.  
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Figure 74: Effet de la fonctionnalisation par les sondes sur la fluorescence des billes encodées : analyse de la 
fluorescence en Alexa488 par cytométrie en flux des différentes populations de microparticules 
fonctionnalisées (rouge) ou non (gris) par les sondes Q4. 
 
2.5. Traitement des données 
Dans ce paragraphe, nous donnons les clés pour comprendre comment sont traitées les 
données générées par le cytomètre en flux. Premièrement, il est important de rappeler que l'appareil 
enregistre une importante quantité de valeurs. Ainsi, pour chaque événement (ou objet passant 
devant le laser), le cytomètre va analyser sa taille, sa granulométrie et l’intensité de fluorescence 
mesurée dans chaque canal (bien que tous ces paramètres ne soient pas systématiquement 
exploités). Ainsi, à chacune des quelque 50 000 microbilles analysées sera attribuée une valeur de 
fluorescence dans le vert (correspondant à l’alexa488) et dans l’orange (correspondant à la cy5). En 
reportant tout les points sur un diagramme à deux dimensions (alexa488/cy5), nous sommes 
capables de visualiser chaque population de microbilles (correspondant à l’intensité de l’encodage) 
ainsi que le signal du cy5 associé, reflétant le taux de coupure des sondes en surface de la bille 
analysée.  
A titre d’exemple, nous avons fonctionnalisé les billes [1/25], [1/4] et [1/1]34 avec 
l’oligonucléotide THF-Q4. Indépendamment, ces trois lots de billes sont digérés par APE1. Pour 
chaque concentration d’enzyme, les billes sont regroupées en un échantillon, analysé par cytométrie. 
Les résultats obtenus pour l’échantillon témoin (sans enzyme) sont présentés en Figure 75. Comme 
                                                          
34
 Cette notation fait référence au ratio de streptavidine Alexa488 utilisée  pour l’encodage. [1/4] signifie donc 
que les billes sont fonctionnalisées avec 1/4 de streptavidine fluorescence et 3/4 de streptavidine non 
fluorescente. 
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exposé précédemment, le diagramme taille/granulométrie montre plusieurs populations de billes. 
Les singulets, qui nous intéressent, et les multiplets de billes agrégées qu’il faut éliminer. Dans ce 
but, sur ce diagramme est définie une première « porte » (traduit de l’anglais « gate »), nommée 
« K », qui correspond aux billes individualisées. Les autres diagrammes sont réalisés à partir des 
évènements inclus à l’intérieur de cette porte. Pour avoir accès aux paramètres reliés à une certaine 
population de billes, on trace le diagramme à deux dimensions Fl4 en fonction de Fl1. Ainsi, en 
abscisses, on observe 3 nuages de signaux qui correspondent aux trois populations de billes 
encodées (de gauche à droite, [1/25], [1/4] et [1/1]). On spécifie 3 nouvelles portes ([1/25], [1/4], 
[1/1]), définissant donc l’encodage de chaque bille. Le cytomètre est configuré de telle sorte qu’il 
enregistre en moyenne 10 000 évènements pour chaque population de billes. L’analyse statistique 
du logiciel donne, entre autres, les paramètres inscrits dans le Tableau 7 pour l’échantillon témoin.  
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Figure 75: Analyse des données par cytométrie en flux pour un test triplexe: a) diagramme SSC/FSC pour 
l'échantillon témoin: la population de singulets (billes individualisées) est définie par la "porte" K; b) 
Diagramme Fl4/Fl1 de l'échantillon témoin pour les évènements inclus dans la porte K. 3 nouvelles portes 
sont définies, correspondant chacune à une population de billes encodées par un ratio de streptavidine 
fluorescente ( de gauche  à droite, 1/25, 1/4 et 1/1).  
 
Ech. Porte # billes Moy Géo 
Fl1
Moy Géo 
Fl4
Moy Arith
Fl1
Moy Arith
Fl4
% billes dans 
la porte
GG.001
GG.001
GG.001
GG.001
K
1/25
1/4
1/1
30026
9783
9782
10396
90.8
21.4
125.3
260.4
63.0
64.1
58.5
66.4
139.5
21.6
126.5
262.1
65.3
66.2
60.4
68.3
100
34.6
32.6
32.6
 
Tableau 7: Données ré-analysées (à partir du diagramme Fl4/Fl1 de la Figure 75)  pour déterminer les 
paramètres propres à chaque population de billes de l’échantillon témoin tels que les moyennes d'intensité 
sde fluorescence. 
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Les moyennes arithmétiques et géométriques35 en abscisse et en ordonnée sont calculées 
pour chaque échantillon et pour chaque porte préalablement identifiée. Le nombre et le 
pourcentage d’évènements inclus dans chaque porte sont également reportés. Par conséquent, la 
fluorescence moyenne de la cyanine 5 est calculée pour chaque population, donnant accès au taux 
de réparation des sondes associées (cf. Figure 76). Pour chaque quantité d’enzyme, on observe que 
la fluorescence des 3 populations de billes est similaire. Ce résultat confirme l’absence de transfert 
de fluorescence de l’alexa488 vers le cy5, mentionnée dans le paragraphe précédent.  
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Figure 76: Effet de l’encodage sur la détection de l’activité APE1 purifiée : les 3 populations de billes 
encodées [1/25], [1/9] et [1/1], fonctionnalisées par la sonde THF-Q4, sont incubées avec une quantité 
croissante d’APE1 purifiée: a) Diagrammes 1D et 2D (Fl4/Fl1) superposés obtenus pour chaque quantité 
d’enzyme ; b) Analyse quantitative de la fluorescence en cyanine 5 pour chaque population de billes et 
chaque quantité d’enzyme. 
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 La moyenne arithmétique correspond simplement à la somme des signaux enregistrés pour chaque objet, 
divisée par le nombre d’objets. La moyenne géométrique tient compte de la dispersion des valeurs sur une 
échelle logarithmique. En ce sens, on utilise  la moyenne arithmétique lorsque la distribution des valeurs est 
gaussienne en échelle linéaire et la moyenne géométrique lorsque cette distribution est gaussienne en échelle 
logarithmique. Pour les microbilles, la distribution des valeurs est gaussienne en mode linéaire ou 
logarithmique. Nous utilisons donc les moyennes arithmétiques, très proches des moyennes logarithmiques. 
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2.6. Applications 
2.6.a. Détection multiplexée de l’activité enzymatique de protéines  purifiées 
Les performances du biocapteur mis au point ont été évaluées en premier lieu à partir 
d'enzymes purifiées. Trois populations de billes encodées ont été fonctionnalisées avec les sondes 
Pst1, Ura et THF-Q4. Cette étape achevée, les billes sont regroupées dans un unique stock, 
définissant un biocapteur 3-plexe.  Cette suspension est incubée avec les différentes enzymes cibles 
purifées, soit Pst1, UDG et/ou APE1. Egalement, un inhibiteur connu de l'UDG, l'Ugi (« Uracil 
glycosylase inhibitor ») a été testé sur notre outil de détection. Les billes sont analysées par 
cytométrie en flux et les résultats rapportés en Figure 77.  
L’enzyme Pst1 conduit à la coupure majoritaire de la sonde correspondante et, dans une 
moindre mesure, de l’oligonucléotide THF-Q4. Cette activité, déjà observée précédemment, a été 
commentée dans le paragraphe 1.2 de ce chapitre. En revanche, la présence de l’uracile dans le site 
de restriction inhibe totalement l’enzyme. L’activité enzymatique de APE1 conduit exclusivement au 
clivage contenant l’analogue de site abasique. La co-digestion des sondes supportées avec l’AP-
endonucléase et la glycosylase UDG induit l’augmentation de la fluorescence des billes THF-Q4 et 
Ura-Q4. L’ajout de l’inhibiteur Ugi, en plus de ses deux enzymes, inhibe uniquement la réparation de 
la sonde contenant l’uracile, confirmant la sélectivité de l’inhibiteur pour l'uracile N-glycosylase.  
Notons ici que les signaux maximum observés pour chacune des sondes possèdent des 
intensités très similaires, traduisant la bonne fonctionnalité à la fois des sondes mais également des 
billes encodées.  
 
A) Tampon
B)   10 u Pst1
C) 1 unit APE1
D)    1 u APE1, 0.005 u UDG
E)   1 u APE1, 0.005 u UDG, 1 u Ugi
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Figure 77: Test triplexe de détection d'activités enzymatiques purifiées et mise en évidence de la spécificité 
de l'inhibiteur Ugi pour la glycosylase UNG. Les 3 populations de billes encodées fonctionnalisées par les 
sondes Q4 sont incubées ensemble dans différentes conditions (A-E). Les données enregistrées par le 
cytomètre en flux sont traitées pour déterminer la fluorescence en cyanine 5 correspondant au taux de 
coupure pour chaque sonde. 
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Par ces résultats, nous démontrons ici la spécificité du test pour l’activité enzymatique 
ciblée. Egalement, on note l’excellente reproductibilité de l’expérience, réalisée à plusieurs jours et 
semaines d’intervalle, avec des lots de billes indépendants pour chaque test. Dans ce test qualitatif, 
les données expérimentales s’accordent parfaitement avec les résultats attendus. En outre, ce 
dernier est capable de mettre en évidence la différence de sélectivité de l’enzyme Pst1, applicable 
aux enzymes de la réparation. Ainsi, l’enzyme de restriction possède une activité accrue sur son site 
natif (Pst1-Q4), faible sur la sonde endommagée par le site abasique (THF-Q4) et nulle lorsque la 
cytosine centrale du site de restriction est désaminée (Ura-Q4).  
 
2.6.b. Détection multiplexée d’activités enzymatiques au sein d’extraits de 
cellules HeLa 
Dans la continuité des expériences exposées précédemment, les activités APE1 et UNG ont 
été prospectées au sein d’extraits nucléaires de cellules HeLa. Plus particulièrement, il est intéressant 
de comparer les mesures mono ou multiparamétriques réalisées avec le test multiplexe. La détection 
monoparamétrique comprend l’incubation d’une unique population de billes (Pst1, Ura OU THF-Q4) 
avec l’échantillon d’extrait nucléaire. Les billes encodées fonctionnalisées sont rassemblées post-
incubation et analysées collectivement par cytométrie en flux. La détection multiparamétrique 
consiste à incuber les trois lots de billes supportant les trois sondes différentes (Pst1, Ura ET THF-Q4), 
au sein du même échantillon. Nous pouvons ainsi évaluer l’influence de la présence des autres billes 
sur le clivage de la sonde étudiée.  
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Figure 78: Test triplexe de détection des activités APE1 et UNG au sein d'extraits nucléaires de cellules HeLa. 
Les 3 populations de billes encodées fonctionnalisées par les sondes Q4 sont digérées séparément ou 
ensemble (MIX) par une gamme d’extrait. Les données enregistrées par le cytomètre en flux sont traitées 
pour déterminer la fluorescence en cyanine 5 correspondant au taux de coupure pour chaque sonde.  
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Les résultats exposés en Figure 78 établissent la relation dose dépendante entre la réparation 
des lésions THF et uracile et la concentration protéique de l’échantillon. En accord avec les 
conclusions précédemment exposées, le clivage de la sonde THF-Q4 est observé dès 1 µg/mL 
d’extrait. Des concentrations 2 fois supérieures sont requises pour détecter les activités de 
réparation spécifiques de l’uracile. La spécificité du clivage est corroborée par le signal invariant des 
billes témoins Pst1-Q4.  
Aussi, une analyse statistique simple a permis de mettre en évidence que le taux de clivage  
de la sonde Ura-Q4 est réduit lorsque les billes sont incubées en mélange (assignées du suffixe 
« MIX » dans la Figure 78). La coupure de la sonde faisant également intervenir l’enzyme APE1, il est 
possible que cette diminution d’activité provienne du détournement partiel de l’enzyme, occupée à 
cliver les sites THF. Ce phénomène de compétitivité peut être mis à profit pour l’étude intégrative de 
la réparation, ou la recherche d’analogues nucléosidiques inhibiteurs, pertinente pour des 
applications thérapeutiques. La versatilité et la facilité de mise œuvre de ce biocapteur, résidant dans 
la fonctionnalisation sélective et indépendante des billes par divers types de sondes, est un atout 
majeur par rapport à d'autres tests fonctionnels de la réparation de l'ADN.  
 
Par la suite, l’activité de l’inhibiteur Ugi dans ce même extrait a été examinée grâce au test 
triplexe. Nous nous sommes placés à une concentration en extrait de 50 µg/mL, pour laquelle la 
coupure des sondes Ura et THF-Q4 est maximale. L’extrait est préincubé avec une dose croissante 
d’inhibiteur avant d’être exposé au biocapteur. Après une heure d’incubation à 37°C, les billes sont 
analysées par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés en Figure 79. En corrélation avec les 
résultats obtenus pour le test à partir des enzymes purifiées (V.2.6.a et Figure 80), on observe une 
inhibiton spécifique et exclusive de la sonde contenant l’uracile. Il est intéressant de remarquer que 
cette inhibition n’est pas proportionnelle à la concentration en Ugi.  En effet, la réponse du 
biocapteur à 10-4 u/µL d’Ugi est quasi bimodale, se traduisant par un écartype élevé, alors que 
l’inhibition d’UNG est inexistante à 5 10-5 u et maximale à 2.5 10-4 u. Le même effet de seuil est 
observé lorsque que l’inhibiteur est incubé avec l’enzyme purifiée UDG. Pour interpréter ce résultat, 
il est nécessaire de comprendre le mécanisme d’inhibiton: l'Ugi est une petite protéine 
monomérique d’une dizaine de kDa produite par les bactériophages Bacillus subtilis PBS1 et PBS2 
[838]. Ugi inactive l’uracile N-glycosylase de différents organismes en formant un complexe 1 : 1 avec 
l’enzyme [839, 840]. La formation de ce complexe est accomplie en deux temps : une phase 
d’ajustement (« docking ») caractérisée par un assemblage réversible des deux partenaires ; s’en suit 
une phase de vérrouillage (« locking ») menant à la fixation irréversible36 de l’Ugi dans le site de 
                                                          
36
 Dans les conditions physiologiques. Cette interaction est de nature non covalente et peut être rompue en 
conditions dénaturantes (e.g. 5-8 M urée) 
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fixation à l’ADN de la glycosylase. Le mécanisme d’inhibiton de l’Ugi est donc comparable à un 
inhibiteur suicide conduisant à la désactivation permanente de l’enzyme. L’efficacité d’inibition est 
dépendante du temps et il n’est donc pas possible de calculer la concentration inhibitrice médiane 
(IC50) dans ce cas. Ceci explique par ailleurs que l’on raisonne en quantités d’inhibiteur effective et 
non en concentrations. Or, dans les expériences classiquement menées sur cet inhibiteur, ce dernier 
est préincubé avec l’enzyme (10 minutes dans notre cas). La constante de vitesse de formation du 
complexe a été estimée à 195 s-1 [841]. Ainsi, après 10 minutes d’incubation, on peut s’attendre à ce 
que l’interaction soit complète. Par conséquent, lors de l’ajout du substrat, la quantité d’enzyme 
complexée inactivée est définie et le clivage des sondes n’est médié que par les glycosylases libres. 
Ceci explique que l’inhibition ne soit pas directement corréler à la quantité d’inhibiteur comme c’est 
le cas pour la méthoxyamine, mais que la gamme dynamique soit restreinte entre 5 10-5 u et 2.5 10-4 
u d’Ugi soit un rapport 1/5 entre ces deux valeurs, comparable à la gamme dynamique obtenue pour 
l’inhibition de l’UDG purifiée comprise entre 2.5 10-5 u et 1 10-4 u (soit un rapport 1/4).  
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Figure 79: Mise en évidence de l'inhibiton d’UNG par l'Ugi, dans un extrait nucléaire de cellules HeLa.  
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Figure 80: Inhibiton d’UDG (0.001 u) purifiée par Ugi. Les échantillons sont complémentés par 1 u d’APE1 
pour révéler les sites abasiques générés par la glycosylase.  
 
3. Conclusion et Perspectives 
La détection multiplexée d’activités enzymatiques entend la mesure de la fonctionnalité des 
protéines ciblées, au sein d'un même échantillon. Ainsi, les principaux avantages sont : 
 
 Un besoin d’échantillon réduit (enzymes purifiées, extraits cellulaires,…)  
 Une incubation de toutes les sondes substrats dans exactement les mêmes 
conditions 
 Un temps d’analyse considérablement diminué 
 
Dans un premier temps, les sondes disponibles marquées par différents fluorophores ont 
permis de démontrer la faisabilité de la détection multiplexée en plusieurs couleurs. Cependant la 
nécessité de synthétiser de nouvelles sondes pour augmenter la capacité de multiplexage, et les 
contraintes associées à la détection en fluorescence à plusieurs longueurs d’onde nous ont conduits 
à développer une nouvelle approche. Ainsi, le test de mesure multiplexé basé sur l’encodage des 
billes magnétiques par un second fluorophore s’est rapidement imposé comme une stratégie de 
choix. Les billes d’intensités de fluorescence croissantes sont obtenues très simplement, en moins 
d’une heure, grâce à l’utilisation de streptavidine marquée à l’alexa488. Certes, la capacité de 
multiplexage est pour l’instant limitée à 8 activités enzymatiques, et est donc bien en deçà d'autres 
outils d’analyse parallélisés disponibles commercialement (FlowMetrix, Cytometric Bead Array, …). 
Néanmoins, la qualité des billes encodées par la méthode décrite dans ce chapitre, associée au faible 
coût et à la simplicité d’obtention, nous ont confortés dans le développement et l’utilisation de ce 
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système « maison ». Dans la perspective d’optimisation de l’encodage, il est envisageable d'employer 
deux fluorophores différents (conjugués à la streptavidine). Ceci permettrait de décupler les 
capacités de multiplexage grâce à une détection de l’encodage en deux couleurs. Egalement, ce 
dispositif peut s’étendre à d’autres applications telles que la mesure d’analytes en solution, ou 
encore la détection d’acides nucléiques basée sur l'utilisation de « molecular beacons » supportés. 
 
La partie applicative relate la détection simultanée des activités APE1 et UDG à partir 
d’enzymes purifiées ou d’un extrait nucléaire de cellules HeLa. Egalement, le test multiplexe trouve 
une application prometteuse dans la recherche d’inhibiteurs de la réparation de l’ADN.  A ces fins, 
nous avons (re)démontré l’inhibition spécifique d’UNG par Ugi. Une collaboration a été initiée 
récemment avec l'équipe de Nathalie Berthet à l'UJF, pour le développement d’inhibiteurs 
peptidiques de la protéine bactérienne formamidopyrimidine glycosylase (Fpg).  
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Le phénotypage cellulaire des activités de réparation de l’ADN est classiquement réalisé à 
partir d’extraits cellulaires faciles à obtenir et à manipuler. Les techniques d’extraction ont été 
optimisées au mieux pour préserver les échantillons et augmenter la standardisation. Toutefois, il 
n’existe pas de protocole d’extraction idéal permettant d’être sûr que les activités enzymatiques 
soient conservées. Egalement, dans un test multiplexe sur extrait cellulaire, le choix du tampon est 
primordial afin de s’assurer de la fonctionnalité des protéines ciblées. Enfin, la perte d’interactions 
protéiques ainsi que de la régulation et compartimentalisation de certaines activités sont autant de 
facteurs pouvant influer sur les résultats du test qui ne sont, dès lors, que le reflet déformé de ce 
qu’il se passe réellement dans les cellules. Sur la base de ce constat, il semble intéressant de disposer 
d’une méthode de détection des activités de réparation directement au sein de cellules vivantes.  
Inspiré des développements du test in vitro de détection de la réparation de l’ADN par 
cytométrie en flux, nous avons adapté celui-ci à la détection in cellulo par cytométrie en flux. D’une 
part le caractère profluorescent des sondes dont nous disposons est complètement compatible à la 
détection in cellulo ; d’autre part, l’analyse par cytométrie en flux est directement transposable des 
microbilles aux cellules. Ce chapitre relate les derniers travaux menés au cours de la thèse et les 
développements associés concernant la mesure d’activités BER in cellulo.  
 
1. Définition du protocole & choix du modèle cellulaire  
Le principe de la détection in cellulo est basé sur la transfection37 de cellules en culture par 
les sondes pro-fluorescentes substrats. Comme sur microbilles, l’activité de réparation induit le 
clivage de la sonde et la déshybridation de l’édifice. Le quencher se retrouve alors éloigné du 
fluorophore, permettant à ce dernier de fluorescer à nouveau. Les cellules sont in fine analysées par 
cytométrie en flux, l’intensité de fluorescence reflétant la capacité de réparation de celles-ci.  
 
1.1. Démarche expérimentale 
La démarche expérimentale adoptée pour définir la preuve de concept est schématisée en 
Figure 81. Les cellules sont premièrement mises en culture puis, après au moins deux passages, sont 
ensemencées en microplaques. Après une nuit de croissance, permettant aux cellules d’atteindre 
environ 70 % de confluence, les sondes sont transfectées chimiquement. Au bout d’un certain temps 
de mise en contact, les cellules sont rincées, récoltées pour finalement être resuspendues dans du 
                                                          
37
 La transfection caractérise le transfert d’un acide nucléique exogène à l’intérieur de cellules eucaryotes non 
médié par un virus, par opposition à la transduction. Ce phénomène est analogue à la transformation qui ne 
concerne que les cellules procaryotes.  
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PBS avant d’être analysées par cytométrie en flux. Certaines expériences de microscopie ont 
également été menées. Dans ce cas, les cellules adhérentes sont simplement rincées, puis fixées par 
une solution aqueuse à 4 % de paraformaldéhyde avant d’être imagées.  
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Figure 81: Plan d'expérience pour la détection d'activités de réparation par excision de base in cellulo. 
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1.2. Choix du modèle cellulaire 
Afin de mettre au point le test, il était judicieux d’utiliser des cellules déficientes ou 
proficientes en une certaine activité de réparation. Cohérents avec ces critères, nous avons choisi 
d’employer deux sous lignées issues de la lignée de glioblastome humain LN428. L’une, KD-CTRL, est 
la lignée de référence « wild type », l’autre, KD-APE1, sous produit la protéine APE1 par l’expression 
d’un shARN dirigé contre la protéine (cf. IV.6.2). 
La transfection des sondes pro-fluorescentes substrats dans les cellules en culture 
permettrait de détecter l’activité APE1 par cytométrie en flux, se manifestant par une augmentation 
de la fluorescence des cellules suite au clivage des oligonucléotides.  
 
2. Conditions de transfection 
L’internalisation spontanée de sondes nucléiques est improbable en raison de la charge de 
l’ADN qui n’est pas compatible avec la barrière membranaire des cellules. Ainsi, plusieurs méthodes 
de transfection ont été développées [842]. Sommairement, les techniques de transfection sont 
classées en méthodes biologiques, chimiques ou physiques. Les méthodes biologiques comprennent 
la transfection médiée par un virus, autrement nommée transduction. Cette technique est largement 
utilisée dans la recherche clinique car elle permet l’expression stable d’un vecteur in vitro, comme in 
vivo. Les méthodes chimiques sont les plus largement employées pour l’introduction de sondes ou de 
gènes dans tout type de cellules eucaryotes. Elles reposent sur la complexation de l’ADN par un 
composé positivement chargé qui permet le passage de la membrane plasmide selon un mécanisme 
probablement endocytique ou par phagocytose. Ces composés très divers incluent le phosphate de 
calcium [843, 844], des polymères [845], des dendrimères [846], des cyclodextrines [847] ou des 
lipides cationiques [848]. Les méthodes physiques sont parmi les plus récentes: la microinjection, 
l’électroporation [849], les méthodes biolistiques [850, 851], l’optoporation (transfection médiée par 
un laser) [852], la magnétofection [853] ou encore la sonoporation (transfection médiée par 
ultrasons) [854], sont autant de technologies développées dans le but de distribuer des acides 
nucléiques intra-cellulairement. L’électroporation est probablement la méthode physique la plus 
utilisée car elle permet la transfection quasi instantanée d’un grand nombre de cellules. Toutefois, 
comme toutes les méthodes physiques, l’application d’un choc électrique peut stresser ou tuer les 
cellules.  
  
Le laboratoire de Biologie à Grande Echelle du CEA Grenoble possède une solide expertise 
dans le domaine de la transfection. Une collaboration a été initiée avec ce laboratoire dans le cadre 
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de ce projet. Nous avons dans un premier temps défini un protocole adéquat pour la transfection des 
cellules LN428. Une méthode simple et répandue est la lipofection [848]. Cette technique utilise des 
lipides cationiques qui vont former des agrégats avec les acides nucléiques chargés négativement. 
Une charge globale positive améliore l’efficacité de la transfection en favorisant l’interaction des 
complexes avec la glycocalix [855]. La formation de liposomes va faciliter la fusion de ces structures 
avec les membranes plasmiques et donc promouvoir l’internalisation de l’ADN qui est libéré à 
l’intérieur des cellules. Les principaux avantages de la lipofection sont la très bonne efficacité de 
transfection générale, sa capacité à transfecter toutes sortes d’acides nucléiques, sa facilité 
d’utilisation et sa faible toxicité.  
 
2.1. Choix de l’agent de transfection 
De nombreux agents de transfection de ce type sont désormais disponibles sur le marché. 
L’efficacité de transfection par cette technique dépend à la fois du type cellulaire et du type d’acide 
nucléique (plasmide, oligonucléotide, série ARN, ADN, PNA, …). Une première étude a été menée 
pour définir un bon agent de transfection pour nos sondes. Deux composés spécialement développés 
pour la transfection d’oligonucléotides ont été testés : la lipofectamine 2000 et la lipofectamine 
RNAimax (Life Technologies). Pour cette expérience, un oligonucléotide simple brin (20-mer) et une  
structure tige-boucle, tout deux marqués par une cyanine 3, sont transfectés dans les lignées 
cellulaires KD-CTRL et KD-APE1. Après 24h d’incubation à 37°C, les cellules sont analysées par 
cytométrie en flux et imagées par microscopie à épifluorescence. Le traitement des données 
enregistrées par cytométrie en flux donne deux informations importantes (Figure 82a): le 
pourcentage de cellules transfectées qui correspond au nombre de cellules positives en cy3 par 
rapport aux cellules non traitées, et la moyenne de fluorescence en Fl2 (cy3) exprimée en unités 
arbitraires. Ensemble, ces deux valeurs traduisent l’efficacité de la transfection. Cette expérience a 
permis de tirer plusieurs conclusions. On remarque une différence non négligeable de transfection 
entre les deux lignées cellulaires. En effet le taux de transfection de la lignée KD-CTRL est quasi 
quantitatif quelques soient les conditions tandis que celui de la lignée KD-APE1 atteint au maximum 
62 % lorsque les cellules sont transfectées avec la sonde double brin et la lipofectamine 2000. Ce 
résultat est corrélé à un plus faible signal de fluorescence de la lignée KD-APE1 transfectée. 
Globalement, on remarque que la sonde double brin est mieux transfectée que l’oligonucléotide 
simple brin, d’autant plus lorsque la lipofectamine 2000 est utilisée (Figure 82b). L’imagerie par 
microscopie confirme que la sonde de type hairpin est internalisée plus efficacement avec la 
lipofectamine 2000 qu’avec la lipofectamine RNAimax (Figure 82c). Ensemble, ces observations ont 
guidé notre choix de la lipofectamine 2000 pour les expériences ultérieures.  
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Figure 82: Evaluation de l’efficacité de transfection des lignées KD-CTRL et KD-APE1. Les oligonucléotides (24-
mer linéaire et 44-mer "hairpin") marqués par la cyanine 3 sont transfectés dans les deux lignées cellulaires 
par lipofection (Lipofectamine 2000  ou RNAimax, 24h, 37°C, 5 % CO2): a) taux de transfection et moyenne de 
fluorescence cellulaire (cy3) pour chaque conditions (lignées, ODN, agent de transfection), analysés par 
cytométrie en flux; b) Représentation graphique des moyennes de fluorescence cellulaire ; c) visualisation 
par microscopie à épifluorescence des cellules KD-CTRL transfectées par l’hairpin cy3 avec la lipofectamine 
2000  ou RNAimax   (bleu = segmentation des cellules, vert = marquage de noyau au Hoecht 532, rouge 
=  HPcy3). 
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2.2. Cinétique de transfection 
De nombreux travaux utilisent la transfection d’oligonucléotides pour inhiber la production 
d’une protéine par la stratégie triple-hélice, antisens ou d’interférence par ARN. Ces applications 
justifient des temps de transfection longs (typiquement 24 heures), en raison de la lenteur des 
mécanismes de transcription dans une cellule humaine, suite à l’induction du gène ciblé. En 
comparaison, nous cherchons à détecter une activité enzymatique déjà présente au sein des cellules 
lors de la transfection. Dans le but de mieux appréhender l’effet cinétique de la transfection sur la 
détection de l’activité de réparation, la sonde de type hairpin (cy3) a été transfectée dans les deux 
lignées cellulaires étudiées avec des temps de mise en contact de 2, 4 ou 8 heures. Suite aux lavages 
des cellules, celles-ci sont fixées puis analysées par cytométrie en flux. Les résultats présentés en 
Figure 83 confirment la plus faible efficacité de transfection des cellules KD-APE1 par rapport aux 
cellules KD-CTRL. Plusieurs phénomènes peuvent expliquer cette observation. L’effet le plus plausible 
provient de la taille des cellules, significativement plus petites dans la lignée KD-APE1. Ainsi, la 
surface de contact entre les cellules et le milieu se trouve plus faible dans ce cas, limitant 
statistiquement et physiquement l’interaction des lipoplexes avec les membranes. Aussi, les cellules 
sont ensemencées 14 heures avant la transfection. Cet intervalle de temps est nécessaire pour 
permettre aux lignées d’adhérer au fond des puits et de se multiplier. Or, il se trouve que les cellules 
KD-APE1 se divisent plus rapidement que les cellules KD-CTRL. In fine la densité de cellules KD-APE1 
est supérieure aux cellules KD-CTRL au moment de la transfection. Le nombre théorique de sondes 
par cellule se retrouve donc une fois de plus diminué pour la lignée KD-APE1. Enfin, ces cellules sont 
constitutivement modifiées pour ne plus produire la protéine APE1. Ce bouleversement métabolique 
peut influer sur plusieurs autres voies cellulaires et induire, par exemple, une diminution de la 
perméabilité membranaire expliquant une possible résistance à la transfection.  
Aussi on remarque que le taux de transfection est pratiquement à son apogée entre 4 et 8h, 
bien que le signal moyen de fluorescence (« Mean Fluorescence Signal », MFI) continue d’augmenter. 
Dans un souci de pouvoir détecter une différence d’activités entre les deux lignées, nous avons choisi 
un temps de mise en contact des cellules avec les sondes complexées de 5 heures, en adéquation 
avec d’autres travaux reportés dans la littérature [714, 715]. 
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Figure 83: Cinétique de transfection des cellules LN428 par une sonde fluorescente (HP cy3).  
 
 
3. Détection de l’activité APE1 in cellulo 
3.1. Transfection des sondes témoins et lésées 
Les expériences présentées dans ce paragraphe ont eu pour but de cibler les éventuels 
problèmes de stabilité des sondes ainsi que de déterminer la capacité de cette méthode à détecter  
l'activité APE1 au sein de cellules vivantes. En effet, dans ce cas, les oligonucléotides ne sont pas 
protégés par la conjugaison de l'extrémité 3' à un support. Nous pouvons donc nous attendre à une 
dégradation au moins partielle des sondes au sein des cellules, médiée par les DNAses. A ces fins, 
une première expérience exploratoire a consisté à transfecter, dans les deux lignées dont nous 
disposons, les sondes Pst1-F3, Pst1-Q3, Pst1-Q4 et THF-Q4. La tranfection de la sonde Pst1-F3 servira 
de contôle positif de transfection. Par différentiel, ce contrôle permettra d'évaluer la dégradation des 
témoins négatifs Pst1-Q3 et Q4.  En comparaison avec les témoins négatifs et positifs, l'activité 
spécifique d'APE1 vis-à-vis de la sonde THF-Q4 pourra être évaluée. Les cellules sont récoltées à 2, 4 
ou 6 heures après la mise en contact avec les lipoplexes. Les moyennes géométriques de 
fluorescence (cy5) pour chaque échantillon sont compilées en Figure 84a. 
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Figure 84: Cinétique de transfection des lignées KD-CTRL et KD-APE1 avec les sondes fluorescentes et 
quenchées (F3, Q3 et Q4) et évaluation de la stabilité des sondes quenchées in cellulo. Les cellules, 
transfectées par la lipofectamine 2000, sont récoltées à un temps donné et analysées par cytométrie en flux 
(Fl4) : a) La fluorescence moyenne mesurée pour chaque échantillon est b) normalisée par rapport au témoin 
de transfection positif (Pst1-F3). 
 
 
 Ce graphique donne accès à plusieurs informations détaillées et commentées ci-après. 
1) La transfection de la sonde Pst1-F3 démontre la bonne efficacité de transfection 
des oligonucléotides, en admettant que le quencher des sondes Q3 et Q4 n’influe 
pas sur ce paramètre. Le temps de transfection optimal semble se situer entre 4 et 
6 heures, temps pour lesquels le signal de fluorescence moyen est maximal. Aussi, 
on retrouve des valeurs moyennes de fluorescence plus faibles d’environ 50 % 
dans la lignée KD-APE1 par rapport à la lignée contrôle.  
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2) La sonde Pst1-Q3 est rapidement dégradée in cellulo. Ce résultat se manifeste par 
une augmentation de la fluorescence des cellules transfectées par cette sonde 
non lésée au cours du temps. Or, cette sonde a montré une bonne stabilité au sein 
de différents extraits cellulaires dans le test in vitro (cf. § IV.6.2). Ceci confirme 
l’importance de la protection des extrémités conférée par la présence de la 
microbille. La dégradation de la sonde Pst1-Q est observée à la fois in vitro (cf. § 
IV.4.2) et in cellulo (données non montrées). La digestion en solution de cet 
oligonucléotide par un extrait de cellules HeLa avait montré l’apparition d’un 
produit de dégradation fluorescente résultant de l’excision unique du dabcyl. Il 
semble donc que le quencher joue dans ce cas un rôle non négligeable dans la 
stabilité de l’oligonucléotide vis-à-vis des nucléases cellulaires.  
3) En revanche, la transfection de Pst1-Q4 démontre la résistance de la sonde à la 
dégradation non spécifique. En effet, la fluorescence des cellules transfectées 
reste faible même après 8 heures de contact avec la solution de transfection. Le 
simple remplacement du dabcyl par le BHQ2 stabilise donc les sondes nucléiques 
qui ne nécessitent pas, dès lors, une consolidation supplémentaire, par exemple 
par l'introduction de liens phosphorothioates ou de nucléosides modifiés.  
4) Enfin, on mesure un différentiel significatif de fluorescence des cellules 
transfectées par la sonde Pst1-Q4 ou THF-Q4. Cette différence de signal peut 
vraisemblablement être attribuée à la coupure spécifique du site abasique par 
APE1.  
 
Ainsi, nous démontrons ici la viabilité de la méthode concernant la détection in cellulo de 
l’activité APE1 par cytométrie en flux. En raison d’une efficacité de transfection réduite de la lignée 
« knock down », il n’est pas possible de conclure directement à une activité APE1 plus faible dans 
cette lignée par rapport à la lignée contrôle. Néanmoins, une normalisation simpliste des moyennes 
de fluorescence par rapport à la fluorescence maximale observée pour chaque lignée transfectée 
avec la sonde fluorescente Pst1-F3 confirme cette tendance (Figure 84b). Les travaux qui suivent ont 
été conduits afin de pallier à cette limitation biologique causant la différence de transfection des 
deux lignées cellulaires. 
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3.2.  Normalisation des résultats entre lignées 
Comme nous venons de l’énoncer, l’efficacité de transfection entre les lignées KD-CTRL et 
KD-APE1 est différente. La comparaison directe de l’activité APE1 entre les deux lignées n’est donc 
pas pertinente. Afin de conclure sur la capacité de discrimination de la méthode de détection, il est 
indispensable de normaliser les résultats obtenus. Pour cela, la co-transfection des sondes avec un 
second marqueur fluorescent permettrait d’exprimer le taux de fluorescence de la cyanine 5 
correspondant donc au clivage des sondes par rapport à un 100 % défini par le second marqueur. 
Deux approches ont été employées (Figure 85): 
 
1) Les sondes marquées par la cyanine 5 sont co-transfectées avec une seconde 
sonde hairpin fluorescente marquée par l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC), en 
concentration équimolaire.  
2) Les sondes marquées par la cyanine 5 sont immobilisées sur de la streptavidine 
marquée à l’alexa488 (2 sondes par protéine) et le complexe est transfecté. 
 
Dans la première approche les deux marqueurs (cy5 et FITC) sont spatialement séparés et 
donc indépendants. Afin de normaliser les résultats, les études utilisant cette approche considère 
que la transfection des deux marqueurs est identique. Dans le second cas, la sonde est physiquement 
liée à la streptavidine. Les deux marqueurs sont donc liés et l’internalisation de l’un dépend de la 
transfection du second.  
La cyanine 5 est détectée dans le canal 4 et excitée par la diode laser à 635 nm et le FITC ou 
l’alexa488 sont détectés dans le canal 1 et excités par le laser argon à 488 nm. Ainsi, toute 
interférence entre les fluorophores est évitée, permettant de s’affranchir des compensations. 
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Figure 85: Stratégies de co-transfection des sondes Q4 avec un contrôle interne indépendant (HP FITC) ou lié 
(strepta-Alexa488) pour la normalisation des résultats entre lignées.  
 
 
Afin de comparer les deux contrôles internes de transfection, les sondes Pst1-F3, Pst1-Q4 et 
THF-Q4 sont co-transfectées avec l’un ou l’autre des marqueurs. Après 5h de mise en contact, les 
cellules sont récoltées, fixées et analysées par cytométrie en flux. La fluorescence mesurée dans le 
canal Fl1 correspondant au contrôle FITC ou Alexa488 et le signal du canal Fl4 (cy5) sont enregistrées. 
Les données brutes pour chaque échantillon sont représentées sous forme de diagrammes à deux 
dimensions en Figure 86a pour les cellules KD-CTRL et en Figure 86b pour les cellules KD-APE1. En 
premier lieu, on remarque un taux d’évènements positifs (en Fl1 et Fl4) plus important lorsque la co-
transfection est réalisée avec la streptavidine, quelles que soient la lignée et la sonde transfectées. 
Egalement on note une distribution des cellules plus homogène qu’avec l’oligonucléotide FITC 
comme contrôle interne. En effet, la transfection d’autant de sondes cy5 que du marqueur vert (FITC 
ou Alexa488) doit se traduire par une distribution linéaire des cellules sur le diagramme 2D « Fl1 = 
f(Fl4) ». Pour chaque échantillon, on remarque que cette condition est remplie lorsque la 
streptavidine est utilisée comme co-transfectant. En revanche, la distribution est plus hétérogène 
avec l’oligonucléotide FITC.  
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Figure 86: Définition d’un contrôle interne pour la normalisation des résultats de cytométrie en flux : 
résultats bruts de co-transfection avec les sondes marquées cy5 et une "hairpin" FITC ou la streptavidine 
marquée à l’alexa488 des cellules a) KD-CTRL ou b) KD-APE1. 
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Les intensités de fluorescence brutes de la cyanine 5 sont données en Figure 87a. Il est 
important d’utiliser les moyennes géométriques calculées par le logiciel FCS express, en raison de la 
distribution normale des valeurs pour chaque cellule selon une échelle logarithmique. Il est 
intéressant de remarquer que la co-transfection potentialise l’internalisation des sondes quenchées, 
d’autant plus avec l’acide nucléique FITC.  
Ces données ont été normalisées selon deux méthodes utilisant soit le contrôle interne de 
transfection, soit un contrôle externe définit comme l’intensité de fluorescence des cellules 
transfectées par l’oligonucléotide non quenchées Pst1-F3.  
Normalisation par rapport au contrôle externe défini par la sonde Pst1-F3 (Figure 87b):  
I cy5 relative = [I Fl4 (sonde Q4)] / [I Fl4 (Pst1-F3)] 
Dans ce cas, le résultat est exprimé en pourcentage de clivage des sondes, en admettant que 
la transfection guide l’internalisation d’autant de sondes fluorescentes que quenchées dans des puits 
différents. Cette approximation est tolérée du fait que tous les puits subissent le même traitement 
(ensemencement, transfection, récolte, fixation).  
Normalisation par rapport au contrôle interne (Figure 87c):  
I cy5 relative = I fluo FL4 / I fluo FL1 
Ce calcul simple revient à ramener le contrôle interne à 100 % pour chaque échantillon et à 
exprimer l’intensité de fluorescence de la cyanine 5 en fonction de ce 100 %.  
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Figure 87: Définition d’un contrôle interne pour la normalisation des résultats de cytométrie en flux : a) les 
moyennes de fluorescence pour chaque échantillon (Figure 86) sont b) normalisées par rapport à la sonde 
fluorescente Pst1-F3 ou c) par rapport au contrôle de transfection interne. 
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En tout premier lieu on constate que les intensités de fluorescence relatives pour la sonde 
Pst1-F3, normalisées par rapport à la fluorescence de l’ODN FITC sont très différentes. Ce résultat 
démontre que la transfection de la sonde cy5 n’est pas équivalente à celle de l’oligonucléotide FITC, 
et infirme donc le postulat selon lequel la co-transfection de ces deux éléments indépendants mène 
à l’internalisation de la même quantité de ces deux sondes. Par conséquent, cette méthode de 
normalisation via la co-transfection d’une sonde fluorescente est invalidée. En revanche, la 
normalisation pour la même sonde avec la streptavidine fluorescente donne des résultats similaires 
pour les deux lignées. Ceci n’a rien d’anormale étant donné que la sonde est liée physiquement à la 
protéine. Dans ce cas le contrôle interne lié est une méthode de normalisation appropriée, 
permettant d'exprimer les données, indépendamment de l’efficacité de transfection. En effet, sans 
aucune surprise le nombre d’acides nucléiques internalisés est corrélé aux nombre de protéines 
transfectées. Ainsi, dans le cadre de la mesure de l’apparition de fluorescence à partir de sondes 
quenchées, il est permis d’exprimer le signal issu du « déquenching » de la sonde par rapport à un 
contrôle fluorescent stable. En revanche, la quantification de l’efficacité de transfection d’une 
molécule fluorescente, ou d’un plasmide exprimant une molécule fluorescente, via la normalisation 
avec un contrôle interne physiquement lié ne présente aucun intérêt, étant donné que les deux 
signaux mesurés (correspondant aux deux molécules transfectées) dépendent l’un de l’autre. Dans 
notre cas, la transfection des deux molécules marquées est effectivement interdépendante, mais la 
fluorescence de la sonde quenchée relève d’un évènement indépendant, à savoir, l’activité 
enzymatique de l’AP-endonucléase. 
 
3.3. Détermination de la capacité de réparation des lignées KD-CTRL et KD-APE1 
Pour finir, l’expérience de co-transfection des sondes cy5 avec la streptavidine Alexa488 à 
été tripliquée et doublée. 105 cellules sont ensemencées en plaque 12 puits, 14 heures avant la 
transfection. Pour chaque puits, 172 ng de streptavidine conjuguée (5 nM finale) et 1 µL de 
Lipofectamine 2000 sont utilisés. La concentration finale en oligonucléotide est fixée à 10 nM. Après 
5 heures de mise en contact, les cellules sont récoltées, fixées, et finalement analysées par 
cytométrie en flux. Plus de détails sur les protocoles de culture cellulaire et de transfection sont 
reportés dans le paragraphe VII.6. En Figure 88a sont présentés les histogrammes de fluorescence 
mesurée par le détecteur Fl4 pour une expérience. Sans tenir compte de la normalisation des 
moyennes de fluorescence associées, on remarque d’ores et déjà que la fluorescence des cellules 
transfectées par la sonde THF-Q4 présente un profil similaire aux cellules transfectées par la sonde 
témoin fluorescente (Pst1-F3) pour la lignée KD-CTRL, et aux cellules transfectées par la sonde 
témoin quenchée (Pst1-Q4) pour la lignée KD-APE1. Cette observation tend à démontrer la plus 
faible capacité d’incision de la lignée KD-APE1, attribuée à la sous production de l’enzyme APE1.  
Aussi, la normalisation des moyennes de fluorescence par rapport au contrôle interne 
alexa488, confirme cette introspection (Figure 88b).  
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Figure 88: Détection de l'activité APE1 dans les lignées KD-CTRL et KD-APE1 par transfection de sondes 
nucléiques pro-fluorescentes (mise en contact 5h, 37°C) : a) histogramme de fluorescence des cellules KD-
CTRL et KD-APE1 transfectées avec les sondes Pst1-F3, Pst1-Q4 et THF-Q4 ; b) normalisation des moyennes 
de fluorescence (cy5) par rapport à l’intensité de fluorescence du contrôle interne Strepta-alexa488 (= p 
< 0.01, test de Student) . 
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4. Conclusion 
Ces travaux préliminaires ont apporté des réponses positives pour la détection d’activités de 
réparation in cellulo. Après une mise au point des conditions de transfection, nous avons montré une 
internalisation efficace des sondes, détectée par fluorescence en cytométrie en flux, et par 
microscopie. Aussi, la principale limitation de la transfection d’acides nucléiques est leur rapide 
dégradation par les nucléases cellulaires. Alors que cette dégradation est observée pour les sondes 
quenchées par le dabcyl, nous avons été surpris de constater la très bonne stabilité des sondes 
marquées par le BHQ2. Cette observation rend exploitable la transfection des sondes Q4 en vue de 
détecter des activités spécifiques de coupure de l’ADN.  
Toutefois, l’efficacité de transfection entre les lignées KD-APE1 et KD-CTRL est différente, 
empêchant la comparaison directe de l’activité APE1 de ces deux lignées. Cette limitation a été 
adressée par la co-transfection des sondes avec un contrôle interne (streptavidine fluorescente) 
permettant de normaliser les résultats des deux sous-types cellulaires. Ainsi,  il a pu être mis en 
évidence une activité APE1 réduite dans les cellules knock-down par rapport aux cellules témoins, 
directement mesurée au sein des cellules. Cette observation est conforme aux résultats obtenus lors 
de l'étude in vitro (cf. § IV.6.2).  
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Suite aux agressions de la biomolécule d’ADN, une pléthore de lésions est générée au sein de 
la double hélice. Des procaryotes aux eucaryotes, différents systèmes enzymatiques plus ou moins 
complexes reconnaissent et prennent en charge spécifiquement chaque type de dommages. De 
nombreuses problématiques gravitent autour de ces voies métaboliques, autant en recherche 
fondamentale que clinique ou médicale. Certaines zones d’ombre subsistent sur les mécanismes de 
régulation de ces systèmes multi-protéiques ou encore sur l’interaction de ces voies de réparation 
avec les autres processus enzymatiques. Egalement, certains dysfonctionnements de protéines 
impliquées dans la réparation de l’ADN ont été associés à diverses pathologies, incluant certaines 
maladies génétiques, dégénératives. Il est aujourd’hui reconnu que des défaillances de la réparation 
de l’ADN sont par ailleurs impliquées dans les processus de vieillissement cellulaire ou de 
mutagénèse, associés à la cancérogénèse. Paradoxalement, les enzymes retirant les dommages de 
l’ADN peuvent être à l’origine de résistances aux traitements anticancéreux. Actuellement, une piste 
thérapeutique émergeante dans le traitement de patients atteints de cancers consiste à inhiber ces 
systèmes de réparation afin de potentialiser, voire remplacer les médications existantes.  
Parmi les grandes voies de la réparation de l’ADN, la réparation par excision de base (BER) 
joue un rôle crucial dans l'élimination des bases modifiées, formées par milliers, chaque jour, au sein 
de chaque cellule. Ces lésions incluent les produits d’alkylation, d’oxydation ou de désamination des 
bases nucléiques, mais également les sites abasiques et certaines cassures de brin. Les méthodes 
traditionnelles de détection des activités ADN N-glycosylases et AP-endonucléases, impliquées dans 
les étapes précoces de reconnaissance, d’excision et d’incision de l’ADN, font appel au marquage de 
substrats plasmidiques ou oligonucléotidiques par radioactivité ou par fluorescence, suivi d'analyses 
par des techniques séparatives, classiquement par électrophorèse. Au laboratoire ont été 
développées des sondes profluorescentes, permettant la détection en temps réel et en solution des 
activités de coupure de l’ADN. Les principales limitations de ce test concernent la dégradation des 
sondes dans des extraits cellulaires contenant des nucléases non spécifiques. Par la suite une 
biopuce, basée sur le greffage de sondes fluorescentes en des sites définis d’une lame de verre, a été 
mise au point pour pallier à ces limitations et augmenter les capacités de parallélisation des analyses. 
1.   Conception des sondes nucléiques 
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Afin d’étendre le panel d’outils disponibles pour la mesure des activités enzymatiques du BER, nous 
avons développé dans le cadre du présent travail de thèse de nouveaux tests in vitro, basés sur 
l’immobilisation de sondes substrats fluorescentes ou profluroescentes sur des microbilles 
paramagnétiques. Parallèlement, des travaux ont été initiés pour adapter ce dispositif à la détection 
de ces mêmes activités, in cellulo. Les conclusions de ces travaux, ainsi que les perspectives à 
explorer à plus ou moins long terme sont finalement exposées.  
 
1. Conception des sondes nucléiques 
Basés sur l’expertise du laboratoire dans l’ingénierie des acides nucléiques, nous avons conçu 
une première génération de sondes mono-moléculaires fluorescentes (ODN-F). Ces sondes adoptent 
une structure en épingle à cheveux « hairpin », grâce à la complémentarité des bases situées aux 
extrémités des oligonucléotides. Une boucle simple brin de nature nucléique lie les deux fragments 
complémentaires. La synthèse itérative par la chimie des phosphoramidites autorise l’introduction 
sélective d'une lésion de choix, afin de cibler une activité enzymatique spécifique. Un synthétiseur 
automatisé permet d’obtenir rapidement et en une seule étape finale de clivage et de déprotection 
des bases et des phosphates, la séquence désirée, contenant la lésion (ciblage), le fluorophore 
(détection) et la biotine (immobilisation sur billes coatées streptavidine). Par la même chimie, une 
seconde génération de sondes, qualifiées de quenchées, a été synthétisée. Dans ce cas, une 
quatrième modification est introduite : un quencher non fluorescent (« dark quencher »). L’intégrité 
des sondes est primordiale, quelle que soit la méthode de détection employée. Ainsi, plusieurs 
caractérisations complémentaires par chromatographie liquide, électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide, spectrométrie de masse ou encore par fluorescence garantissent la pureté et 
l’intégrité des oligonucléotides. Le quenching effectif des sondes indique que ces dernières sont dans 
une conformation fermée (hybridée) à 37°C, point essentiel, tant pour la reconnaissance des lésions 
par les enzymes que pour la détection en temps réel par apparition de fluorescence.  
Bien que simple en théorie, ce type de sondes reste relativement complexe à obtenir. Il est 
important de signaler que  les sondes ont une longueur supérieure à 40 monomères et qu’un seul 
couplage médiocre conduit à une chute importante du rendement final. Ainsi, après l’incorporation 
des trois ou quatre modifications, l’obtention de la sonde nécessite une série de purification par 
HPLC, par électrophorèse sur gel de polyacrylamide et par chromatographie d’exclusion. Ces étapes 
de purification successives peuvent faire varier la qualité des sondes, et notamment conduire à une 
altération partielle du fluorophore.  Ainsi, il serait intéressant de développer une nouvelle génération 
de sondes à forte valeur ajoutée, par une démarche expérimentale optimisée pour limiter la 
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manipulation des sondes avant leur utilisation. Parmi les stratégies envisagées, il serait possible 
d’introduire le fluorophore et le quencher, souvent moins réactifs, après la synthèse des sondes. 
Cette technique de post-marquage nécessite l’incorporation de nucléotides précurseurs autorisant le 
couplage des chromophores à posteriori. Une seconde méthode, plus originale, consiste à synthétiser 
séparément les deux moitiés de sondes complémentaires. Suite à la purification plus aisée de ces 
deux entités séparément, celles-ci pourraient être liguées chimiquement grâce à la fonctionnalisation 
adéquate des extrémités. L’avantage supplémentaire de cette stratégie est que la ligation peut être 
réalisée entre différents brins : l’un contenant le quencher, et l’autre contenant le fluorophore et 
dérivé par l’introduction des diverses lésions. Cette méthodologie de synthèse permettrait d’obtenir 
rapidement et de façon plus économique tout type de sondes lésées, avec des rendements optimisés 
et une qualité homogène. 
D'autre part, l’immobilisation des sondes par un lien biotine/streptavidine permet la 
fonctionnalisation aisée et rapide des billes. La densité de surface, fixée par le nombre de sites 
streptavidine vacants, est compatible avec l’accessibilité des protéines ciblées à leur substrat. 
Néanmoins, il peut être envisagé de greffer les sondes sur support par un lien covalent, pour 
possiblement augmenter la sensibilité du test. Des travaux ont été initiés dans ce sens : des sondes 
fluorescentes possédant une fonction propargyle terminale ont été greffées sur des particules 
aminées dérivées en fonctions azotures. A ce jour, ces trvaux préliminaires n'ont pas permis la 
fonctionnalisation effective des billes par une approche de chimie click (cycloaddition 1,3-dipolaire 
catalysée par le cuivre, CuAAC) [808, 809]. 
 
2. Détection des activités de réparation des lésions de l’ADN in vitro 
Une première approche consiste à détecter le produit d’incision de la sonde fluorescente en 
solution, par spectrofluorimétrie. Après avoir étalonné le spectrofluorimètre avec des solutions de 
sonde fluorescente à différentes concentrations, nous avons pu mettre au point rapidement les 
conditions de fonctionnalisation des microbilles (quantité de sonde, temps et tampon d’incubation). 
Par la suite, la preuve de concept a été validée pour la détection d’enzymes de restriction, d’ADN N-
glycosylases (AAG) et d’AP-endonucléases (APE1), à partir de protéines purifiées. Dans ces 
conditions, le test montre une très bonne reproductibilité et les résultats corrèlent avec ceux 
obtenus par électrophorèse sur gel de polyacrylamide, utilisée comme technique de référence. Le 
support n’affecte ni la fonctionnalité ni l’accessibilité des sondes, ce qui a permis de mettre en 
évidence différents phénomènes biologiques tels que l’inhibition de l’AAG par son produit de 
réaction ou l’augmentation du turnover de cette même enzyme en présence de l’AP-endonucléase.  
2.   Détection des activités de réparation des lésions de l’ADN in vitro 
 227 
Le phénotypage des activités de réparation d’un individu est aujourd’hui un enjeu majeur 
pour mieux comprendre l’implication de ces systèmes enzymatiques dans l’étiologie de certaines 
pathologies. L’obtention d’extraits cellulaires est effectuée en routine dans de nombreux 
laboratoires et permet d’avoir une « photographie » des différents composants présents dans les 
cellules. Dans la suite logique de ces premiers développements, nous avons donc mis à profit notre 
outil pour la détection des activités AAG et APE1 dans des extraits nucléaires de cellules HeLa. Après 
avoir déterminé un tampon commun de digestion, favorisant les activités ciblées tout en limitant la 
dégradation des sondes, nous avons évalué la stabilité des sondes supportées. La principale 
limitation de l’utilisation de sondes en solution est justement leur dégradation possible par les 
exonucléases cellulaires. Sur ce point, le bénéfice apporté par le support de type microbille est 
indéniable : alors que le clivage non spécifique des mêmes sondes en solution est prépondérant, leur 
immobilisation bloque totalement cette dégradation. La robustesse de cet outil a rendu possible la 
détection spécifique des activités glycosylases et AP-endonucléases au sein d’un extrait nucléaire. 
Notons qu’à de fortes concentrations en protéines, la détection en microgoutte peut être biaisée par 
l’apparition d’un signal non linéaire, détecté avec la sonde non lésée. Comme explicité dans le 
chapitre III, la fluorescence est, dans certaines conditions, sensible à son environnement et peut 
potentiellement être exacerbée ou au contraire atténuée par la présence de grandes concentrations 
en protéines. La détection en microvolume peut également influer sur la fluorescence du milieu. En 
effet, la viscosité de l’échantillon est modifiée par la concentration en extrait utilisée et contraint 
donc la goutte à prendre une forme particulière lors de l’analyse, dépendante de la viscosité et de la 
tension superficielle sur piédestal du spectrofluorimètre. Bien qu’hypothétique, ce facteur peut 
éventuellement modifier le signal mesuré par le Nanodrop. Néanmoins, ce format d’analyse 
miniaturisé reste adapté à une analyse rapide d’activités de coupure de l’ADN et a permis la mise en 
évidence de l’inhibition spécifique d’APE1 par la méthoxyamine, au sein d’un extrait nucléaire de 
cellule HeLa.  
 
Des travaux ont été initiés pour étendre ce test à la détection d’autres activités de 
réparation. Une sonde a été synthétisée comportant la lésion O6MeGua à la place d’une guanine 
dans le site de restriction de l’enzyme Pst1. Il a été montré que cette lésion alkylée empêche la 
coupure du double brin par l’enzyme de restriction [856]. Cette propriété pourrait permettre de 
quantifier l’activité de l’enzyme qui répare la lésion O6-méthylguanine par réversion directe (RR), la 
Méthyle Guanine Méthyle Transférase (MGMT). Une pré-incubation de la sonde lésée avec cette 
protéine permettrait la restauration du site de restriction. Une seconde digestion avec l’enzyme Pst1 
conduirait à la coupure des sondes réparées uniquement, générant un signal de fluorescence 
dépendant de la quantité de MGMT fonctionnelle. Dans cette optique, les sondes sur billes 
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magnétiques présentent un intérêt certain : ces dernières permettent le changement aisé et rapide 
de tampons enzymatiques entre les deux incubations successives par simple culottage des billes. 
 
Dans le cadre de ce travail de thèse, l’automatisation du test n’était pas envisagée. 
Néanmoins, étant donné que le principe de détection repose sur une simple lecture de fluorescence 
en solution, il serait possible l'adapter aisément en format microplaque, permettant l’automatisation 
et la parallélisation des analyses. Le caractère magnétique des microbilles permet leur manipulation 
aisée par un système automatisé. Une des applications les plus prometteuses serait la mise au point 
d’un criblage haut débit pour la recherche d’inhibiteurs d’activités de la réparation par excision de 
base, qui plus est à moindre coût. En effet, 1 mL de billes magnétiques, disponible commercialement, 
et 1.2 nmol de sonde permettent de réaliser plus de 1000 analyses pour une activité donnée.   
La principale limitation du test décrit ici est le multiplexage. Du fait que la détection est 
effectuée en solution avec des sondes marquées par un fluorophore unique, il est inconcevable de 
pouvoir détecter dans le même échantillon deux activités enzymatiques différentes. Pour pallier à ce 
problème, il pourrait être envisagé de marquer chaque sonde spécifique d’une activité de la BER par 
des fluorophores différents. La mesure de la fluorescence à différentes longueurs d’onde (suite à la 
digestion des billes fonctionnalisées par chaque substrat), permettrait de quantifier les différentes 
activités enzymatiques ciblées simultanément.  
 
Dans le but de s’affranchir de l’échantillon protéique avant la détection, la mesure de la 
fluorescence des billes plutôt que dans le surnageant a été considérée. De fait, le caractère 
micrométrique des billes est parfaitement compatible avec une détection par cytométrie en flux. 
Cette technique possède deux avantages majeurs : toutes les billes sont analysées dans le même 
tampon après l’élimination de l’échantillon à analyser ; la fluorescence est mesurée bille à bille et le 
signal mesuré ne dépend pas de la concentration en particules, contrairement à la mesure 
spectrofluorimétrique.  
Ainsi, deux approches ont été évaluées : la première, « signal off », consiste à mesurer la 
disparition de fluorescence causée par le clivage des sondes fluorescentes. A l’inverse, la stratégie 
« signal on » emploie des sondes quenchées pour lesquelles est mesurée l’apparition de fluorescence 
suite à l’action des enzymes ciblées. Ces deux systèmes ont montré une bonne reproductibilité pour 
la détection des activités d’enzymes de restriction, de glycosylases et d’AP-endonucléases. Dans les 
deux cas, le rapport signal sur bruit est équivalent. Toutefois, le caractère pro-fluorescent des 
oligonucléotides quenchés rend possible la détection en temps réel d’activités enzymatiques, ce qui 
nous a guidés vers l’optimisation de ce type de sondes. Au cours de ces améliorations, nous sommes 
parvenus à plusieurs conclusions essentielles. Ainsi, l’immobilisation des sondes par l’extrémité 3’ (3’-
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biotine) stabilise la structure lors de l’analyse à partir d’extraits nucléaires. En effet, l’orientation 
inverse des sondes conduit à leur dégradation médiée par les 3’-exonucléases. Aussi, le choix des 
chromophores est important. La cyanine 5 a montré une excellente compatibilité avec la source 
d’excitation laser à 635 nm du cytomètre, conduisant à une augmentation du signal d’un facteur 500. 
Le choix du quencher est tout aussi important. Ainsi, le BHQ2 s’avère être un puissant quencher du 
cy5. L’efficacité de quenching de ce chromophore est supérieure à 95 %, et permet de conserver un 
signal résiduel minimal dans la conformation initiale des sondes. Aussi, l’augmentation du diamètre 
des billes (de 2.8 µm pour les billes D et, 4 µm pour les billes K) permet d’immobiliser une quantité 
supérieure de sondes sur la même particule, augmentant significativement la sensibilité du test. Il 
pourrait être envisagé d’utiliser des microbilles d’une surface encore plus importante (e.g. 10 µm) 
pour évaluer le gain supplémentaire de sensibilité. Dans le même but, il serait intéressant d’évaluer 
l’influence de la quantité de billes sur ce paramètre. En effet, une analyse statistique pertinente 
nécessite au minimum l’analyse de 10 000 billes. Afin d’augmenter le débit d’analyse et d’être 
cohérent avec les expériences de spectrofluorimétrie, nous utilisons environ 600 000 billes, 
correspondant approximativement à 1 pmol de sonde. Une expérience préliminaire, consistant à 
utiliser un nombre restreint de billes pour la détection de l’activité AAG dans un extrait nucléaire de 
cellules HeLa, a montré une augmentation significative du signal, inversement corrélée au nombre de 
billes. Ce phénomène s’explique simplement par le fait que la quantité de substrat disponible pour 
l’enzyme est plus faible : cette dernière induit le clivage de plus de sondes à la surface d’une même 
bille, ce qui se traduit par une amplification du signal mesuré bille à bille.  
Ce test in vitro fonctionnel a permis de discriminer deux sous-lignées cellulaires LN428 (KD-
CTRL et KD-APE1) en fonction de l’activité APE1 intrinsèque.  
 
Par la suite, nous avons jugé important de dériver cet outil dans un format multiplexé. La 
cytométrie en flux apparait comme une technologie de choix dans ce but. Cette technique permet de 
mesurer la fluorescence de chaque particule à différentes longueurs d’onde d’émission, 
simultanément. Nous nous sommes rapidement orientés vers la mise au point d’une stratégie 
d’encodage des billes par fluorescence. Ainsi, l’intensité de fluorescence de chaque bille, définie par 
le code, est associée à une sonde donnée et donc à une activité ciblée. Une stratégie d’encodage 
simple et innovante a été développée : les billes biotinylées sont dans un premier temps 
fonctionnalisées par différents ratios de streptavidine fluorescente en mélange avec de la 
streptavidine non fluorescente. La proportion de streptavidine fluorescente confère à la bille une 
intensité de luminescence donnée qui définie un code. A notre connaissance, ce protocole original 
est exploité pour la première fois dans ce travail de thèse. Grâce à cette approche, 8 populations de 
billes résolues en fluorescence peuvent être discriminées en fonction de l’intensité du signal de 
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l’alexa488 (conjugué à la streptavidine). L’encodage est rapide (≈ 15 minutes), économique et permet 
d’obtenir de façon reproductible des populations de billes homogènes. De plus, ce dispositif est 
compatible avec l’ensemble des cytomètres utilisés en routine dans les laboratoires. Il est primordial 
que les spectres d’émission de la bille et des sondes ne se recouvrent pas afin d’éviter l’introduction 
de biais analytiques dus à l’étape d’encodage. C’est pour cette raison que notre choix s’est orienté 
vers l’alexa488. Ce fluorophore présente une longueur d’onde maximum d’absorption à 488 nm qui 
correspond à la longueur d’onde de la source d’excitation laser à argon. L’excitation de l’alexa488 est 
donc maximisée afin d’obtenir le maximum de populations de billes résolues en fluorescence dans le 
canal de détection 1 (Fl1). Dans de futures applications, il serait intéressant d’étendre cette capacité 
de multiplexage. A ces fins, l’utilisation de deux fluorophores (e.g. Alexa488 et Alexa555, conjugués à 
la streptavidine) permettrait de multiplier les populations de billes encodées disponibles. Les 
expériences applicatives de ce type de méthodologie d’encodage ne se limitent pas à la détection 
d’activités de coupure de l’ADN, mais peuvent s’étendre à la détection d’acides nucléiques (ADN 
viraux, ARNm,…) et d’analytes divers (antigènes, métaux,…), grâce à une fonctionnalisation adéquate 
des billes. 
Dans notre étude, la fonctionnalisation des billes par les différentes sondes Q4 permet la 
détection multiplexée d’enzymes de restriction, d’ADN N-glycosylases et d’AP-endonucléases aussi 
bien à partir d’enzymes purifiées que d’extraits cellulaires. Egalement, l'effet inhibiteur de l'Ugi, 
spécifique des uracile glycosylases, a été mis en évidence de manière univoque, prouvant ainsi 
l'adaptabilité de cet outil analytique à la recherche de nouvelles molécules à visée thérapeutique. 
Dans ce but, un projet collaboratif avec l’Université Joseph Fourier, porté par N. Berthet, a été initié 
récemment. Ce travail concerne la conception et la caractérisation de mimes peptidiques de la 
protéine Fpg, comme inhibiteurs de cette enzyme. Le format multiplexé et parallélisé du biocapteur 
développé dans ce travail de thèse sera donc mis à profit pour cribler les molécules potentiellement 
actives. 
 
3. Détection des activités de réparation des lésions de l’ADN in cellulo 
Des travaux ont été initiés pour étendre le test in vitro à la détection d’activités de la 
réparation in cellulo, par cytométrie en flux. En premier lieu, la stabilité des sondes, dans ce cas non 
supportées, a été évaluée. Etonnamment, et contrairement aux sondes quenchées par le résidu 
dabcyl, les sondes Q4 marquées par le BHQ2 s’avèrent extrêmement stables à l’intérieur des cellules 
et ne sont pas dégradées dans les temps de transfection étudiés. Par ailleurs, la sonde contenant 
l’analogue de site abasique conduit à une augmentation de fluorescence qui peut raisonnablement 
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être attribuée à l’activité spécifique d’APE1. Egalement, cette méthode de détection a permis de 
discriminer une lignée cellulaire LN428 « knock down » APE1 (KD-APE1) de la lignée sauvage (KD-
CTRL), en accord avec les résultats du test in vitro. Toutefois, il est nécessaire de normaliser les 
résultats entre les lignées cellulaires du fait d’une efficacité de transfection moindre de la lignée KD-
APE1. La normalisation a pu être contrôlée via la co-transfection de la sonde avec un contrôle 
interne, la streptavidine conjuguée à l’alexa488. Néanmoins, cette différence d’efficacité de 
transfection reste une limitation dans cette étude et nécessite d’être optimisée. L'utilisation d'une 
lignée modifiée par l'expression d'un shARN n'est pas le modèle le plus approprié pour cette étude. 
En effet, la modification constitutive du métabolisme cellulaire se traduit par un changement de 
phénotype par rapport à la lignée contrôle (taille des cellules, vitesse de division cellulaire, 
morphologie,…). Ainsi, l'extinction transitoire du gène APEX par un siARN plutôt que l'inhibition 
constitutive de la production de la protéine semble plus pertinente.  
 Il est également envisagé de recourir à la transfection par électroporation plutôt que par 
lipofection. Cette technique nécessite d’être perfectionnée pour chaque lignée afin de maximiser 
l’internalisation des sondes, tout en limitant le stress ou la mort cellulaire. Néanmoins, cette 
méthode est très répandue et a pu être améliorée en fonction du type cellulaire étudié. De plus, elle 
possède le double avantage d’une part de pouvoir contrôler et potentialiser l’efficacité de 
transfection pour les cellules moins perméables à la lipofection et, d’autre part, de permettre 
l’internalisation des sondes simultanément en quelques millisecondes. Ce dernier point permettrait 
de s’affranchir de la cinétique de transfection par voie chimique qui est en compétition avec la 
cinétique de réparation. Une perspective supplémentaire serait de réaliser des expériences de 
vidéomicroscopie afin de visualiser en temps réel les activités enzymatiques ainsi que leur 
localisation subcellulaire.  
Les expériences à suivre concernent la détection d’activités glycosylases in cellulo. La 
question de l’adressage des sondes est un point essentiel à prendre à compte dans ces 
développements. En effet, dans les expériences réalisées à ce jour et présentées, les sondes restent 
essentiellement concentrées dans le cytoplasme. Cela n’empêche pas pour autant la détection de 
l’activité AP-endonucléase, du fait que la protéine APE1 est abondante et présente autant au niveau 
nucléaire que cytoplasmique de par ses rôles multiples exposés dans le paragraphe I.5.5. En 
revanche, les ADN N-glycosylases sont prépondérantes dans le noyau en raison de leur fonction, bien 
que certaines isoformes puissent être dirigées vers les mitochondries. La vectorisation nucléaire des 
sondes peut être promue par leur conjugaison avec un peptide spécifique, reconnu par les protéines 
d’import nucléaire (e.g. peptide Tat ou NLS).  
Par ailleurs le greffage des sondes nucléiques à des nanoparticules, fonctionnalisées ou non 
par un agent de localisation nucléaire, est une stratégie actuellement considérée. Plus précisément, 
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les nanoparticules d’or offrent plusieurs avantages, exploitables dans le cadre de cette thématique. 
Ces nanoparticules ne présentent pas de toxicité particulière pour les cellules [857]. De plus, les 
nanoparticules conjuguées pénètrent spontanément dans les cellules, par des mécanismes encore 
mal déterminés [858, 859]. Ceci permettrait de s’affranchir des méthodes de transfection chimiques. 
Une caractéristique intéressante de ce type de support est leur capacité à quencher la fluorescence 
par transfert d’énergie par résonnance qui dissipe l’énergie du fluorophore dans son état excité [860, 
861]. Cette propriété de « superquenching » est largement employée, entre autre pour la détection 
d’acides nucléiques [862-868], de métaux [869, 870], la régulation de gènes [859, 871-873], etc. De 
cette façon, la nanoparticule d’or sert à la fois de support, de vecteur d’internalisation et de 
quencher.  
La détection simultanée de plusieurs activités enzymatiques dans un unique échantillon est 
une perspective intéressante. La stratégie d’encodage des cellules ne peut s’appliquer dans ce cas. 
L’approche la plus réaliste consiste à synthétiser des sondes marquées par différents fluorophores. 
Ainsi, à chaque longueur d’onde d’émission de fluorescence peut être attribuée une activité 
enzymatique. Par ailleurs, l’utilisation de quantum dots, en substituts des fluorophores organiques, 
est une piste à explorer. Ces cristaux nanométriques composés de matériaux semi-conducteurs ont 
démontré leur utilité pour l’imagerie par fluorescence dans de multiples domaines [874]. Ces 
fluorophores inorganiques possèdent de nombreux atouts : ils présentent une brillance 
exceptionnelle ainsi qu’une robustesse photochimique qui autorise des analyses sur des cinétiques 
longues. D’autre part, ils possèdent un pic d’émission étroit et un profil d’excitation large, 
compatibles avec une analyse multiparamétrique en cytométrie en flux. Aussi, la longueur d’onde 
d’émission est aisément modulable car elle dépend à la fois de la taille, de la composition du cœur du 
quantum dot mais également de la couche de passivation qui rend ces cristaux biocompatibles. Enfin, 
plusieurs études ont montré que ces cœurs fluorescents sont efficacement quenchés par des 
nanoparticules d’or [798, 875-880]. 
 
            Pour conclure, ces travaux de thèse ont mené à la mise au point et l'exploitation de 
nouveaux biocapteurs pour la détection d'activités de réparation de l'ADN, via la fonctionnalisation 
de microbilles par des sondes nucléiques spécifiques. Les tests in vitro associés ont démontrés de 
bonnes performances, complémentaires des autres approches moléculaires existantes telles que les 
techniques séparatives, la détection en solution avec des sondes de type molecular beacons ou 
encore sur biopuce. Par ailleurs, l'emploi de ces mêmes sondes a été adapté au développement d'un 
test de détection in cellulo qui a fait l'objet d'expériences préliminaires positives.  
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1. Synthèse et purification des sondes oligonucléotidiques 
1.1. Synthèse des sondes nucléiques 
Les oligonucléotides ont été synthétisés chimiquement à l’échelle de 1 ou 0.5 µmol selon la 
voie phosphoramidite avec un synthétiseur d’ADN automatisé ABI 392 (Applied Biosystem, Foster 
city, CALIFORNIE, USA). La synthèse s’effectue classiquement de l’extrémité 3’ vers 5’ par la 
condensation séquentielle de synthons 3’ phosphoramidite. Les supports 3’-biotine-TEG-CPG et 3’dT-
CPG, les synthons dA, dT, dC, dG et les désoxynucléotides modifiés (THF, dU, dI, dT-Dabcyl) 3’-CE 
phosphoramidites ainsi que les synthons Cy3, Cy5 et 5’-BHQ-2 phosphoramidites sont fournis par la 
société Glen Research (Sterling, VIRGINIE, USA). Tous les monomères sont protégés par un 
groupement diméthoxytrityle (DMT) en position 5'. Avant leur utilisation, les synthons lyophilisés 
sont remis en solution dans de l’acétonitrile anhydre (0.1 M final).  
Le cycle de condensation de la méthode au phosphoramidite se décompose en 5 étapes : la 
détritylation de la fonction alcool en 5’, l’activation du monomère phosphoramidite associée au 
couplage, l’oxydation du phosphite en phosphate et le « capping » des fonctions 5’-OH n’ayant pas 
réagi.  
Le premier motif est détritylé par une solution d’acide trichloroacétique à 2 % dans du 
dichlorométhane (Glen Research) libérant ainsi l’alcool primaire (extrémité 5’). Le nucléotide suivant 
(CE-phosphoramidite), est activé par une solution de tétrazole 0.1, ce qui permet concomitamment 
l’étape de condensation. Le phosphore trivalent formé étant peu stable, celui-ci est oxydé par une 
solution d’iode à 0.1 M dans un mélange eau/pyridine/THF (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, 
FRANCE). Le cycle est terminé par l’inactivation des fonctions hydroxyles qui n’auraient pas réagi par 
une solution d’anhydride phénoxyacétique 5 % dans du THF (Cap mixA, Glen Research) et de N-
méthyle imidazole 16 % dans du THF (Cap B, Sigma Aldrich). Le cycle est ainsi répété autant de fois 
que nécessaire afin d’obtenir la séquence désirée. Le support est lavé et séché sous argon entre 
chaque cycle pour éliminer les excès de réactifs.  
En fin de synthèse, la phase solide est transférée dans un tube à bouchon vissé de 1.5 mL. 1 
mL de solution d’hydroxyde d’ammonium à 30 % est ajouté. La déprotection des bases 
phénoxyacétylées, des groupements phosphates et le clivage des oligonucléotides du support se 
poursuit pendant 8 à 16 h à température ambiante, à l’abri de la lumière. Le surnageant est prélevé 
et la silice rincée par deux fois avec 200 µL d’eau milliQ. L’ammoniaque est évaporé sous vide grâce 
au SpeedVac® SPD 111V. Les oligonucléotides sont repris dans une solution de TEAA 10 mM puis 
filtrés (filtres Millex® 0.45 µm, Millipore, Darmstadt, ALLEMAGNE) avant purification. 
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1.2. Purification 
La purification des oligonucléotides est réalisée par HPLC sur une colonne C18 (250 x 4.60 
mm, 5 µm, Phenomenex®, Le Pecq, FRANCE). Les fragments sont séparés par un gradient linéaire 
d’acétonitrile dans du TEAA 10 mM, optimisé pour la sonde à purifier. La chromatographie est 
couplée à une détection en absorbance à 260 nm (ADN), 453 nm (Dabcyl) ou 579 nm (BHQ-2). Une 
détection par fluorescence grâce à une barrette de diode permet la visualisation de la cyanine 3 
(λex=546 nm, λex=563 nm) ou de la cyanine 5 (λex=649 nm, λex=670 nm). Une fois collectées, les 
fractions sont concentrées au SpeedVac puis lyophilisées. Les produits sont repris dans de l’eau 
milliQ avant d'être stockés à -20°C.  
Dans le cas des sondes pro-fluorescentes, ces dernières sont préalablement purifiées par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide (PAGE) 15 %, 7M d’urée. La solution d’acrylamide est 
préparée comme suit: 210 g d’urée sont dissous à chaud dans 187 mL d’acrylamide à 40 % et 50 mL 
de tampon Tris/Borate/EDTA (TBE 10X, Invitrogen™). La solution est complétée à 500 mL avec de 
l’eau milliQ avant d’être filtrée sur fritté et stockée à 4°C. Pour l’électrophorèse, les plaques de verre 
sont lavées avec du détergeant puis à l’eau et enfin à l’éthanol avant leur utilisation. Les faces 
intérieures sont traitées avec une solution de diméthyldichlorosilane à 10 % dans du 
dichlorométhane. Les espaceurs et le peigne (1 mm d’épaisseur) sont également lavés à l’eau et à 
l’éthanol. La polymérisation du gel est initiée en ajoutant 700 µl de solution de persulfate 
d’ammonium (APS) à 10 % puis 70 µL de TEMED pour 100 mL de la solution d’acrylamide à 20 %. Une 
fois polymérisé, le gel est placé en pré-migration à 1000 V en limitant la puissance à 3 W. Les 
échantillons, préalablement dénaturés par chauffage à 90°C pendant 2 minutes dans 3 µL de « bleu 
formamide » (90 % formamide, 0,02 % xylène cyanole, 0,02 % bleu de bromophénol), sont ensuite 
déposés dans les puits. La migration des fragments d’ADN se fait à 25 W. Le tampon de migration 
utilisé est une solution de TBE 1X. La bande correspondante au produit attendu est visualisée à l’œil 
nu grâce aux chromophores, découpée au scalpel et broyée dans un tube de 15 mL. 10 mL d’eau sont 
ajoutés et l’extraction de l’oligonucléotide se poursuit la nuit à t.a. sous agitation lente. Le 
surnageant est concentré par évaporation au SpeedVac. Les traces d’acrylamide sont éliminées par 
chromatographie d’exclusion sur une colonne Sephadex G25 (illustra NAP, GE Healthcare  Vélizy-
Villacoublay, FRANCE).  
L’oligonucléotide est purifié une seconde fois par HPLC. Une fois collectées, les fractions sont 
concentrées au SpeedVac, dessalées par chromatographie d’exclusion, puis lyophilisées. Les produits 
sont repris dans l’eau milliQ pour être stockés à -20°C. 
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2. Caractérisation et fonctionnalité des sondes 
2.1. Absorbance UV-Visible 
Les oligonucléotides sont quantifiés par une mesure d’absorbance à 260 nm avec un 
spectromètre en goutte ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Villebon sur Yvette, FRANCE). Un spectre 
UV-visible est réalisé avec le même appareil pour s’assurer de la présence des chromophores. 
 
2.2. Contrôle de la pureté 
La pureté des substrats obtenus est évaluée par HPLC en phase inverse et quantifiée par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide 20 % + urée 7M comme décrit précédemment. Dans ce cas, 
des espaceurs de 0.4 mm sont utilisés et la puissance lors de la migration est limitée à 10 W. Le gel 
est analysé par un scanner de fluorescence Amersham Typhoon 9400 (GE Healthcare). 
 
2.3. Spectrométrie de masse 
Le contrôle de la masse des oligonucléotides est réalisée par spectrométrie de masse MALDI-
ToF (Désorption et Ionisation laser assistées par une matrice couplée à un analyseur à temps de vol) 
en mode linéaire négatif sur un appareil Microflex LRF (Bruker, Wissembourg, FRANCE). La matrice 
utilisée est constituée d'acide 3-hydroxypicolinique (35 mg) dissout dans 1 mL d'une solution 
aqueuse d'acétate d'ammonium (100 µM). L’obtention d’un spectre de masse nécessite le dessalage 
préalable des échantillons. Sauf indications contraire, ce dessalage est réalisé sur une résine 
échangeuse d’ions de type Dowex (50WX8 100-200 sous forme NH4
+). Les billes protonées, une fois 
lavées avec de l’isopropanol, sont immergées dans une solution d’acétate d’ammonium 0.1 M et 
laissées sécher à l’air sur la nuit. L’échantillon (10 µL, 2-5 µM) est dessalé durant 10 minutes sur les 
billes ainsi préparées. 1 µL de la solution est ensuite déposé sur la cible auquel est ajouté 1 µL de 
solution de matrice. La cristallisation se poursuit à l’air libre avant l’analyse en mode linéaire négatif. 
L’appareil est également calibré avec des oligonucléotides de masse connue. 
 
2.4. Fonctionnalité des oligonucléotides en solution 
La fonctionnalité de chaque oligonucléotide est vérifiée par digestion avec les enzymes 
correspondantes (enzymes de restriction, ADN N-glycosylases, AP-endonucléases). La provenance 
des enzymes et les tampons utilisés sont compilés dans le Tableau 8. Les sondes de type hairpin 
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subissent préalablement un cycle d’hybridation dans le tampon correspondant à celui de la digestion 
(2 minutes à 90°C puis retour lent à t.a.). Les fragments obtenus sont analysés par PAGE ou par 
spectrométrie de masse MALDI-ToF.  
 
3. Immobilisation des sondes sur Dynabeads M-280 Strepta 
Les billes magnétiques Dynabeads M-280 Strepta (billes D) sont fournies par la société Life 
Technologies (Saint Aubin, FRANCE). Ces billes ont un diamètre de 2,8 µm et sont recouvertes d’une 
monocouche de streptavidine. Le protocole suivant est donné pour la fonctionnalisation de 100 µg 
de billes. Le flacon de stockage (10 mg/mL) est vortexé vigoureusement pour homogénéiser la 
suspension de billes. 10 µL de billes sont prélevés et transvasés, dans un tube eppendorf de 1.5 mL. 
Ce dernier est placé sur un portoir magnétique (Dynal MPC®-E, Life Technologies). Le surnageant est 
retiré. Les billes sont équilibrées par trois rinçage avec 10 µL de solution tamponnée « Binding & 
Washing» (B&W) 1X (5 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl). Elles sont ensuite lavées avec 
10 µL de solution « Binding » 2X (Life technologies). Les billes sont resuspendues dans 30 µL de 
solution « Binding» 1X.  
En parallèle est préparée une solution l’oligonucléotide (0.4 µM, 30µL) dans le tampon 
« Binding » 1X. Les ODN subissent préalablement un cycle d’hybridation. Cette solution est ajoutée 
sur la suspension de billes. Le tube est placé 1 heure à 25°C sous agitation. Les billes sont culottées et 
le surnageant éliminé. Les particules fonctionnalisées sont lavées 3 fois avec 60 µL de tampon B&W 
1X, 1 fois avec 60 µL eau milliQ puis sont conditionnées dans 60 µL du tampon désiré.  
 
4. Encodage et immobilisation des sondes sur particules magnétiques 
biotinylées 
4.1. Encodage 
Les billes magnétiques biotinylées (4.0-4.5 µm) proviennent de la société Kisker Biotech 
(Steinfurt, ALLEMAGNE). Le protocole suivant est donné pour l’encodage de 10 µg de billes K. Le flacon 
de stockage est vortexé vigoureusement pour homogénéiser la suspension de billes. 10 µL de billes (1 
% w/v) sont prélevés et transvasés, dans un tube eppendorf de 0.5 mL. Le surnageant est retiré. Les 
billes sont lavées trois fois avec 10 µL de solution tamponnée B&W 1X. Le surnageant est remplacée 
par 5 µL de tampon B&W 1X auxquels sont ajoutés 5 µl de streptavidine à 1 µg/µL dans du PBS 
(Phosphate Buffer Saline, Sigma Aldrich). Cette solution est composée d’un mélange de streptavidine 
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et de streptavidine conjuguée à l’alexa 488 (Sigma Aldrich) dans les proportions désirées pour 
l’encodage. La suspension est placée à l’abri de la lumière sous agitation, 1 h à t.a. Les billes sont 
lavées cinq fois avec 10 µL de tampon de lavage B&W 1X et sont stockées à 4°C dans le même 
volume du même tampon.  
 
4.2. Immobilisation des sondes et conditionnement des billes 
La fonctionnalisation de 10 µg de billes encodées requiert un léger excès de sondes 
nucléiques biotinylées, fixé à 12.5 pmol. Les sondes sont diluées à 1 µM dans le tampon B&W 1X et 
subissent un cycle d’hybridation. Cette solution est ajoutée aux 10 µL de la suspension de particules 
et l’incubation se poursuit 1h à t.a. sous agitation dans le noir. Les billes sont lavées trois fois avec le 
tampon B&W 1X et une fois avec le tampon de stockage avant d’être resuspendu dans 20 µL du 
tampon désiré pour le stockage à 4°C.  
 
5. Digestions enzymatiques 
Sauf indications contraire, chaque digestion enzymatique est réalisée à partir d’1 pmol 
d’ODN en solution à 1 µM (ayant subit un cycle d’hybridation dans le tampon adéquat), de 5 µL de 
billes fonctionnalisées D ou de 1 µL de billes fonctionnalisées K. Pour les digestions des ODN 
supportés, le surnageant des billes est préalablement éliminé. 
 
5.1. Par les enzymes purifiées 
Sont ajoutés dans l’ordre : le tampon enzymatique, l’eau milliQ et enfin la (les) enzyme(s) 
pour un volume final de 10 µL. Les compositions des tampons enzymatiques utilisés sont reportées 
dans le Tableau 8. Les échantillons sont incubés 1h à 37°C (sous agitation pour les digestions des 
ODN sur billes). A l’issue de la réaction, le surnageant est prélevé pour une analyse par 
spectrofluotimétrie en goutte (Nanodrop ND3300, Thermo Scientific) et/ou PAGE en fonction du type 
de sonde. Les billes sont resuspendues dans 200 µL de PBS 0.02 % Tween 20 pour l’analyse par 
cytométrie en flux sur un FACScalibur (Becton Dickinson). Un minimum de 10 000 évèvements sont 
collectés pour chaque échantillon (ou population de billes dans le cas du test multiplexé). Les 
réglages du cytomètre sont identiques pour toutes les expériences et sont reportés dans le Tableau 
9. Les données sont réanalysées avec le logiciel FCSexpress. Des analyses complémentaires par 
spectrométrie de masse MALDI-ToF ont aussi été réalisées.  
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Enzyme    Concentration          Provenance                          Tampon de digestion (1X)
EcoR1
Pst1
APE1
hAAG
(human)
UDG
Fpg
10 u/µL
10 u/µL
2.5 u/µL   
10 u/µL
10 u/µL  
cc
10 u/µL
7 µg/µL
Trevigen
Trevigen
Trevigen
New England Biolabs
New England Biolabs
c
New England Biolabs
B. Castaing
50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM 
MgCl2, 100 mM NaCl
50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM 
MgCl2, 50 mM NaCl
10  mM HEPES-KOH (pH 7.4), 10 
mM MgCl2 , 100 mM KCl
20 mM Tris-HCl (pH 8.8), 
10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 
2 mM MgSO4, 0.1 % Triton X-100
10 mM bis Tris Propane-HCl (pH 
7.0), 10 mM MgCl2, 1 mM DTT
20 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM 
DTT, 1 mM EDTA
 
Tableau 8: Enzymes utilisées, provenance et tampons correspondants. 
 
5.2.   Par des extraits nucléaires 
Les extraits nucléaires sont préalablement décongelés à température ambiante et dilués 
dans le tampon C 1X (10 mM HEPES pH 7.8, 2 mM EGTA, 40 mM KCl, 0.1 mM ZnCl2, 1 mM DTT, 0.5 
mg/mL BSA). Sont ajoutés dans l’ordre: le tampon C de digestion 4X, l’eau milliQ et la solution 
d’extraits nucléaires à tester pour un volume final de 10 µL. Les échantillons sont incubés 1 h à 37°C 
(sous agitation pour les digestions des ODN sur billes). Le surnageant est prélevé pour une analyse 
par spectrofluotimétrie en goutte (Nanodrop ND3300, Thermo Scientific) et/ou PAGE en fonction du 
type de sonde. Les billes sont resuspendues dans 200 µL de PBS 0.02 % Tween 20 pour l’analyse par 
cytométrie en flux. Des analyses complémentaires par spectrométrie de masse MALDI-ToF ont aussi 
été réalisées. A noter que dans ce cas, les échantillons sont purifiés et concentrés au préalable par 
chromatographie sur Zip-Tip (Waters™). 
 
FSC
SSC
Fl1
Fl2
Fl4
Taille 
Granulométrie
Alexa488/FITC
Cy3
Cy5
Log
Log
Log
Log
Log
ParamètreDétecteur
E00
226
547
489
773
Voltage Echelle
 
Tableau 9: Réglages standards du cytomètre FACScalibur pour les analyses par cytométrie en flux.  
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5.3. Suivi en temps réel du clivage enzymatique 
Les mesures d’apparition de fluorescence en temps réel à la surface des billes 
fonctionnalisées par les sondes quenchées sont réalisées sur un appareil à PCR quantitative 
Stratagene MX3005p. Dans cette configuration, ce thermocycleur est détournée de sa fonction 
principale pour être utilisé comme un simple lecteur de fluorescence où la température est fixée à 
37°C. Les échantillons sont préparés dans des barettes de tubes à PCR coniques de 300 µL selon les 
protocoles développés dans les paragraphes précédents (§ VII5.1 et VII5.2) 
 
6. Protocoles relatifs aux cellules 
6.1. Matériel et réactifs 
Les deux sous-lignées de LN428 KD-CTRL (contrôle) et KD-APE1 (« knock down » APE1) sont 
fournies par la société Trevigen® (Abingdon, ROYAUME-UNI). Le milieu de culture (Minimum Essential 
Medium Eagle alpha modification, α-MEM), le tampon phosphate salin avec MgCl2 et CaCl2 (PBS +/+), 
le bleu trypan, le DMSO et le paraformaldéhyde proviennent de la société Sigma-Aldrich. Le milieu de 
transfection (opti-MEM), le PBS sans CaCl2 et MgCl2 (PBS -/-), le sérum de veau fœtal (SVF), la 
trypsine-EDTA, la puromycine (puromycine hydrochloride), la L-glutamine, la solution antibiotique / 
antimycotique 100X la gentamycine et le marqueur nucléaire Hoescht 33342 proviennent de chez 
Life technologies. La lipofectamine 2000 et la lipofectamine RNAimax provenant de la société Life 
technologies nous ont été gracieusement offertes par le Dr. Eric Sulpice. Les consommables (flasques, 
microplaques, tubes, pipettes) sont fournis par les sociétés Dutscher (Brumath, FRANCE) et Becton 
Dickinson (Le Pont de Claix, FRANCE).  
 
6.2. Culture des lignées LN428 
Les lignées de LN428 transfectées de façon stable, KD-CTRL et KD-APE1, sont ensemencées 
séparément dans des flasques de 75 ou 175 cm² suivants les besoins de l’expérience. L’étape initiale 
d’ensemencement nécessite des précautions particulières : le culot cellulaire, cryopréservé dans 
l’azote liquide, est incubé immédiatement dans un bain à 37°C. Après la décongélation complète de 
l’échantillon (1 mL), les cellules sont transvasées dans un tube conique de 15 mL. L’ampoule est 
rincée avec 1 mL de milieu complet à 37°C et 1 mL supplémentaire de ce milieu est ajouté dans le 
tube. Les cellules sont centrifugées 5 minutes à 200 g. Le surnageant est délicatement éliminé et le 
culot est resuspendu dans 10 mL de milieu complet. Les cellules sont ensemencées à 10-20000 
cellules/cm². Les cellules sont cultivées à 37°C dans une atmosphère enrichie à 5 % de CO2, dans le 
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milieu complet (α-MEM basal supplémenté avec 10 % v/v de SVF décomplémenté, 2 mM de L-
glutamine, 5 µg/mL de gentamycine et 0.8 % v/v de solution antibiotique/antimycotique 100 X), 
selon les recommandations du fournisseur. La puromycine aliquotée à 50 µg/mL (stockée à - 20°C) 
est diluée 10 fois et rajoutée au dernier moment à la concentration finale de 1 µg/mL. Le milieu est 
remplacé par du milieu frais (préchauffé à 37°C) le lendemain, puis tous les 2-3 jours. Les cellules 
sont repiquées lorsqu’elles atteignent 90 % de confluence. 
 
6.3. Passage des cellules 
Pour cela, elles sont rincées avec 10 mL de PBS -/-, puis sont trypsinées par l’ajout de 2 mL 
(pour 75 cm²) de trypsine/EDTA préchauffée (0.5 g/L trypsine, 0.2 g/L EDTA). Les flasques sont 
placées 3-5 min à 37°C, jusqu’à ce que les cellules soient complètement détachées du support. 7 mL 
de milieu basal sont ajoutés pour stopper l’action de la trypsine et la suspension est transférée dans 
un tube conique de 15 mL. Les cellules sont centrifugées à 200 g pendant 5 minutes. Le surnageant 
est éliminée en partie (200-500 µL sont laissés au fond du tube). Les cellules sont resuspendues avec 
une pipeteur P200. 9.5 mL de milieu complet sont ajoutés et la suspension cellulaire est 
homogénéisée. 10 µL sont prélevés pour le dénombrement des cellules. Dans une flasque neuve est 
introduit le milieu complet (0.2 mL/cm²) et la puromycine. Finalement les cellules sont 
réensemencées à 3000 cellules/cm².  
 
6.4. Congélation des cellules 
La congélation des cellules est réalisée à partir des cellules en phase exponentielle de 
croissance. Pour cela les cellules sont détachées du support, comme explicité dans le paragraphe 
précédent. Suite à la centrifugation des cellules, le culot est repris dans 2 mL de milieu basal. Après 
dénombrement des cellules, la suspension est diluée à 10 millions de cellules/mL. Avec le milieu 
basal. Le même volume de solution de congélation 2 X (α-MEM basal supplémenté avec 40 % de SVF 
décomplémenté et 20 % de DMSO). Cette suspension est aliquotée dans des cryotubes de 1 mL. Les 
cellules sont congelées progressivement jusqu’à – 80°C en transférant les cryotubes dans un 
récipient dédié (bicell). Finalement les cryotubes sont stockées dans l’azote liquide.  
 
6.5. Transfection 
Les cellules sont ensemencées dans des microplaques 12 puits (60 000 cellules/puits) pour 
une détection par cytométrie en flux et dans des microplaques 24 puits (30 000 cellules/puits) pour 
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l’analyse par microscopie. Dans cette seconde configuration, une lamelle de verre de 14 mm de 
diamètre est introduite au fond de chaque puits et sert de support d’adhésion aux cellules. Les 
cellules sont cultivées 14 heures avant l’étape de transfection, dans le milieu sans antibiotique (α-
MEM basal supplémenté avec 10 % de SVF décomplémenté, et 2 mM de L-glutamine), à 37°C dans 
une atmosphère enrichie à 5 % de CO2. Les sondes oligonucléotides à transfecter sont préalablement 
diluées sous atmosphère stérile à une concentration de 100 nM dans le milieu optiMEM. Les 
duplexes subissent un cycle d’hybridation (2 min à 90°C puis retour lent à t.a.). Dans les expériences 
de co-transfection avec la streptavidine conjugué à l’alexa488, la protéine (0.1 mg/mL dans du PBS) 
est ajoutée sur les duplexes pour obtenir une concentration de 50 nM, soit deux sondes biotinylées 
pour une streptavidine. En parallèle sont préparées les dilutions d’agents de transfection (1 µl pour 
64 µL d’optiMEM). La solution est équilibrée 10 minutes à t.a. Cette solution est additionnée sur la 
solution d’oligonucléotides dans un rapport 1 :1 (v/v). L’équilibration de ce mélange se poursuit 
durant 10-20 minutes. Durant ce temps, le milieu contenu dans chaque puits est remplacé par du 
milieu optiMEM 2 % SVF décomplémenté. La solution de lipoplexe est ajoutée dans chaque puits (50 
µL dans plaque 24 puits pour 500 µL final, 65 µL dans plaque 12 puits pour 650 µL final). Ainsi, la 
concentration finale en ODN est de 10 nM. Les microplaques sont placées en chambre humide à 
37°C, 5 % de CO2. La suite du protocole dépend du type d’analyse à effectuer. 
 
6.6. Analyse par cytométrie en flux 
Après un temps mise en contact défini de la solution de transfection avec les cellules, ces 
dernières sont récoltées : chaque puits est lavé par deux fois avec 300 µL de PBS -/-. Les cellules sont 
trypsinées avec 200 µL de trypsine/EDTA durant 5 minutes, à 37°C. La trypsine est neutralisée avec 
1.7 mL de milieu basal et les suspensions cellulaires sont transférées dans des microtubes de 2 mL. 
Les échantillons sont centrifugés 5 min à 200 g Les surnageants sont éliminées en retournant les 
tubes (afin d’éviter la perte de matériel). Les culots sont resuspendus dans 200 µL de PBS -/- 
complété par 2 % v/v SVF et les suspensions sont homogénéisées. Les cellules sont fixées par l’ajout 
de 200 µL supplémentaires de paraformaldéhyde 4 % w/v dans du PBS -/- (2 % SVF), avant d’être 
finalement analysées par cytométrie en flux.  
 
6.7. Analyse par microscopie de fluorescence 
Après un temps de mise en contact défini de la solution de transfection avec les cellules, les 
lamelles sont transférées dans d’autres puits contenant 300 µL de Hoescht 33342 (Life Technologies) 
dilué au 1:500ème dans du PBS +/+.  Après 15 minutes d’incubation à 37°C, les lamelles sont lavées 5 
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fois avec 300 µL de PBS +/+. Les cellules sont fixées avec 300 µL de PFA 4 % dans du PBS +/+. Après 
30 minutes d’incubation à t.a. les lamelles sont lavées 2 fois avec du PBS +/+ avant d’être montées 
sur lame de verre. La fixation du montage est réalisée en retournant la lamelle sur une goutte de 
Prolong® gold (Life technologies, Eugene, OREGON, USA). Les images de microscopie sont obtenues 
avec un microscope droit à épifluorescence Zeiss Axio Larger A1 équipé d’un système d’excitation à 
diodes laser Colibri et d’une caméra AxioCam MRm. Les images sont enregistrées via l’interface du 
logiciel AxioVision, puis traitées avec le logiciel ImageJ.  
 
6.8. Préparation des extraits nucléaires 
La lyse est réalisée à partir de culots cellulaires conservés dans l’azote liquide. Le protocole 
est optimisé pour un nombre de cellules supérieur à 2 millions. L’ensemble des étapes d’extraction 
est réalisé à 4°C. Les cellules sont décongelées dans un bain d’eau froide puis centrifugées à 400 g 
pendant 5 minutes. Le culot est lavé avec 1 mL de PBS froid. Une fois culottées (5 min, 500 g), les 
cellules sont reprises dans 500 µL de tampon A froid (10 mM HEPES pH 7.8, 1.5 mM MgCl2, 10 mM 
KCl, 0.02 % Triton X-100, 0.5 mM DTT, 18 µg/mL PMSF) et incubées durant 20 minutes sur glace. La 
suspension cellulaire est alors vortexée 30 secondes pour achever la lyse de la membrane 
cytoplasmique. L’efficacité de cette étape est vérifiée au bleu trypan : la lyse est validée si plus de 90 
% des cellules sont colorées en bleu. Dans le cas contraire, une seconde incubation de 20 minutes est 
nécessaire. Les noyaux intacts sont ensuite culottés par 5 minutes de centrifugation à 2300 g à 4°C. 
Le surnageant, contenant entre autre les protéines cytoplasmiques, est soigneusement retiré. Le 
culot de noyaux est repris dans 25 µL (12.5 µL pour 106 cellules) de tampon B froid (10 mM HEPS pH 
7.8, 1.5 mM MgCl2, 400 mM KCl, 0.2 mM EDTA, 25 % glycérol, 0.5 mM DTT, 18 µg/mL PMSF, 
antiprotéase 0.7 X). La lyse nucléaire se poursuit 20 minutes à 4°C et est parachevée par deux cycles 
de congélation/décongélation à -80°C (azote liquide) et 4°C respectivement. Une centrifugation finale 
à 16000 g durant 10 minutes permet de séparer les débris membranaires des protéines nucléaires 
contenues dans le surnageant. Le lysat est alors aliquoté et stocké à -80°C.  
 
6.9. Dosage des protéines 
Avant la congélation des aliquots, 2 µL du lysat sont prélevés et dilués dans 318 µL d’eau 
milliQ pour effectuer le dosage des protéines. Ce dosage s’effectue grâce au test colorimétrique  
MicroBC assay, développé par la société Interchim (Montluçon, FRANCE). Le principe de ce test repose 
sur la réduction des ions cuivrique Cu2+ en ions cuivreux Cu+ par les protéines, en milieu alcalin. Les 
ions cuivreux sont chélatés par l’acide bicinchoninique et forment ainsi un complexe de couleur 
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pourpre présentant une forte absorbance à 562 nm. Cette absorbance étant proportionnelle à la 
concentration protéique, cette méthode permet un dosage colorimétrique rapide en microplaque. La 
concentration de l’extrait nucléaire est calculée grâce à une gamme étalon réalisée avec une solution 
d’albumine de sérum bovin (BSA, 2 mg /mL). 
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Annexe 1 : Analyses HPLC des oligonucléotides non lésés Pst1 
 
Analyse par chromatographie liquide haute performance en phase inverse :  
Colonne C18 250 x 4.6 mm, 5 µm, 50°C; gradient 0-35 % ACN dans TEAA 10 mM en 40 min : 
 
 Détection en absorbance (mAU) de l’ADN (chromatogramme noir) : λ = 260 nm 
 Détection en absorbance (mAU) du dabcyl (chromatogramme violet) : λ = 453 nm  
 Détection en absorbance (mAU) du BHQ2 (chromatogramme gris) : λ = 549 nm  
 Détection en fluorescence (LU) du cy3 (chromatogramme vert): λex = 546 nm, λem = 563 nm 
 Détection en fluorescence (LU) du cy5 (chromatogramme orange): λex = 649nm, λem = 670 nm 
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Annexe 2 : Rapport de stage M2 de Charlotte Brusa (de janvier à juin 2012) 
 
L’étude présentée dans ce rapport est le résumé des travaux de Charlotte Brusa dans 
le cadre de son stage de Master 2 Chimie Bio-organique et Bio-Inorganique de l’Université 
Joseph Fourier de Grenoble. Elle présente le développement des tests de détection par 
cytométrie en flux, in vitro et in vivo, de l’activité APE1. Les expériences ont notamment été 
conduites à partir des lignées cellulaires sauvage et déficiente faisant référence aux lignées 
KD-CTRL et KD-APE1 précédemment exposées dans le présent manuscrit.  
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Abréviations 
 
A Adénine 
Aag Alkyl Adénine Glycosylase 
ADN  Acide désoxyribonucléique 
AP Apurinique/Apyrimidique 
APS Persulfate d'ammonium 
ARN Acide ribonucléique 
BER Réparation par excision de base 
BSA Albumine de sérum bovin 
C Cytosine 
Cy3  Cyanine 3 
Cy5 Cyanine 5 
DTT  Dithioréthiol 
EDTA Acide éthylène diamine tétra-acétique 
FACS Fluorescence-Activated Cell Sorter 
FRET Förster Resonance Energy Transfer 
G Guanine 
APE1 AP-endonucléase humaine 
HEPES Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique 
HPLC Chromatographie Liquide Haute Performance 
KD Knockdown 
Mx  Méthoxyamine 
ODN Oligonucléotide 
PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PFA Paraformaldéhyde 
PMSF Phenylmethanesulfonylfluoride 
Pst1 Enzyme de restriction PstI 
ROS Reactive Oxygen Species 
shRNA Small hairpin RNA 
SVF Sérum de Veau Fœtal 
T Thymine 
TBE  Tris-Borate-EDTA 
TEAA Triéthylammonium acétate 
TEMED  Tétraméthylethylenediamine 
THF Tétrahydrofurane 
UV Ultra-Violet 
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I – INTRODUCTION 
 
L’ADN est constitué de 3 milliards de paires de bases qui définissent les caractères 
génétiques de chaque individu. Il est crucial de conserver l’intégrité du génome or l’ADN est soumis à 
de nombreux stress pouvant l’endommager [1,2]. Les sources de ces dommages peuvent être soit 
d’origine endogène [3], causées par des  produits ou sous produits du métabolisme cellulaire tels que 
les espèces réactives de l’oxygène (ROS), soit exogène causées par des facteurs environnementaux 
tel que le rayonnement solaire (UV) ou des agents génotoxiques (cigarette, rejet industriel,…).  Ces 
lésions peuvent entraîner des mutations, c'est-à-dire une modification de la séquence du génome qui 
peuvent induire un cancer ou causer la mort programmée des cellules (apoptose) par l’arrêt du cycle 
cellulaire ou par l’arrêt des processus de réplication et de transcription de l’ADN. 
Pour contrecarrer les effets délétères de ces lésions, les cellules ont développé des 
mécanismes de réparation qui interviennent efficacement et spécifiquement sur chaque type de 
lésions et participent au maintien de l’intégrité du génome. Dans un premier temps, nous décrirons 
les divers types de dommages de l’ADN puis nous exposerons les systèmes de réparation cellulaires 
qui ont été mis au point pour les réparer. 
 
A) Les dommages de l’ADN 
La réaction chimique la plus simple mais potentiellement la plus dangereuse pour l’ADN est 
l’hydrolyse. La liaison N-glycosidique reliant la base et le sucre y est très sensible et conduit à la 
formation de sites abasiques (sites AP). Ces sites correspondent à une perte de l’information 
génétique et sont donc hautement mutagènes. Ils sont également très labiles et peuvent provoquer 
des cassures simple-brin. Une seconde réaction d’hydrolyse est la désamination des amines 
exocycliques des bases cytosine, 5-méthyl cytosine, adénine et guanine formant les bases uracile, 
thymine, hypoxanthine et xanthine respectivement. Ces réactions peuvent être mutagènes et causer 
des mésappariements durant la réplication. 
Plusieurs espèces réactives pouvant modifier l’ADN sont générées par le métabolisme 
cellulaire. Notamment, les espèces réactives de l’oxygène (O2
.-, HO. et H2O2)  qui conduisent à des 
modifications oxydatives de l’ADN. La plus fréquente est la 8-oxo-guanine qui est mutagène et 
bloque la transcription.  
Des agents alkylants peuvent provoquer des modifications au sein de la séquence d’ADN. 
Les cofacteurs des réactions enzymatiques tels que la S-adénosylméthylguanine, un donneur de 
groupement méthyle, peuvent accidentellement méthyler l’ADN (O6 et N7 de la guanine, N3 de 
l’adénine). Il existe également des agents alkylants utilisés en chimiothérapie comme les sels de 
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platine qui provoquent des pontages inter- ou intra-brins. Ils provoquent une  distorsion de l’ADN et 
bloquent le processus de réplication et induisent la mort cellulaire. 
Les facteurs environnementaux sont également une source de dommages. Les lésions 
causées par les UV sont de types photo-adduits entre pyrimidines adjacentes, principalement des 
dimères de cyclobutane et des (6-4)-photo-adduits. 
 
B) Les systèmes de réparation de l’ADN  
Les organismes ont su mettre au point des mécanismes efficaces pour réparer les  
dommages causés et maintenir l’intégrité du génome [1]. Ils sont capables de réparer plus ou moins 
spécifiquement chaque type de lésions, un système pouvant réparer un ou plusieurs types de lésions 
(figure 1). 
 
La réparation par réversion directe (RR) est spécialisée dans la réparation des adduits O6-
alkylguanine. Une enzyme, l’alkylguanine transférase (AGT) catalyse le transfert du groupement 
alkyle de l’oxygène en position 6 de la guanine sur une de ses cystéines. Cette réaction est 
irréversible et conduit à l’inactivation de cette enzyme puis à sa dégradation par protéolyse. 
La réparation des mésappariements (MMR) est impliquée dans les processus de réparation 
de bases mal appariées (mismatch). Une activité exonucléasique permet la dégradation du brin 
contenant le mésappariement. Chez l’homme, le brin contenant la base incorrecte par rapport à 
l’autre brin est discernable grâce à la présence d’interruptions de brins à distance de la lésion. Puis 
une nouvelle synthèse est effectuée et assure la restauration de la continuité du brin. 
L’oxydation, la désamination et l’alkylation des bases sont prises en charge par la réparation 
par excision de base (BER) qui sera détaillée dans le paragraphe suivant. 
L’élimination des lésions volumineuses comme les dimères de pyrimidines et les adduits de 
platine est assurée par la réparation par excision de nucléotide (NER). De nombreuses enzymes sont 
impliquées et conduisent à libérer un fragment de 24 à 32 nucléotides autour de la lésion, chez les 
eucaryotes. Une ADN polymérase et une ADN ligase sont nécessaires pour effectuer une nouvelle 
synthèse du brin. 
La réparation par recombinaison de l’ADN est mise en jeu lors des cassures double-brin ; il 
existe deux grandes voies. La réparation par recombinaison homologue (HRR) est un mécanisme 
assez lent qui utilise le chromosome homologue non endommagé pour assurer une réplication fidèle 
de la lésion et la réparation par recombinaison non homologue (NHEJ) est plus rapide mais le manque 
de fidélité peut conduire à l’insertion ou à la délétion de quelques nucléotides au moment de la 
jonction. 
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Figure 1 : Les sources de dommages de l’ADN, les  différents types de lésions et les systèmes de 
réparation associés [1]. 
 
C) Contexte et objectifs de l’étude 
Comme nous l’avons vu précédemment, les organismes possèdent de nombreux mécanismes 
de réparation qui permettent de corriger une grande diversité des dommages. Ils jouent un rôle 
important dans la carcinogénèse, la mutagénèse et la résistance aux agents génotoxiques. 
Cependant, ils apparaissent également comme impliqués dans la résistance des cellules cancéreuses 
aux dommages induits par un certain nombre d’agents anticancéreux [4]. En effet, ces systèmes de 
réparation jouent un rôle antagoniste au traitement en diminuant ou en réparant les dommages 
induits. Il est donc nécessaire d’en comprendre les mécanismes et de trouver des inhibiteurs 
potentiels pour améliorer la recherche en cancérologie [2,5]. 
C’est dans ce contexte que la mise au point d’outils permettant la détection et la 
quantification des enzymes de la réparation au sein d’un organisme est importante. Cela permettrait 
d’adapter les traitements thérapeutiques en fonction de l’activité de réparation des patients et le 
développement d’inhibiteurs. 
 
Au cours de cette étude, nous nous sommes principalement intéressés à la réparation par 
excision de bases (BER) [6, 7], qui répare les lésions peu volumineuses causées par oxydation, 
désamination et alkylation des bases de l’ADN (figure 2). 
Les bases lésées sont reconnues spécifiquement puis excisées par des enzymes appelées ADN 
glycosylases, qui hydrolysent le lien N-glycosidique en formant un site abasique (AP). Ce site est 
- 4 - 
  
 304 
ensuite reconnu par une endonucléase apurinique (APE1) qui coupe le lien phosphodiester en 5’ du 
site AP pour générer une interruption du brin d’ADN.  Il existe des ADN glycosylases bifonctionnelles 
qui possèdent également une activité AP-lyase. Le résidu sucre-phosphate restant est ensuite éliminé 
par une 3’-phosphodiestérase laissant un trou d’un nucléotide dans le brin endommagé. Enfin, une 
ADN polymérase et une ADN ligase ont pour rôle de re-insérer le bon nucléotide et de restaurer la 
continuité du brin d’ADN. 
 
  Figure 2 : Schéma du mécanisme de réparation par excision de base (BER). 
 
Dans le but d’étudier l’activité des enzymes de la BER, des sondes oligonucléotidiques ont été 
développées au laboratoire [8]. Ces sondes possèdent une structure autocomplémentaire en épingle 
à cheveux (« hairpins »), mimant un double brin d’ADN. L’atout majeur de ce type de sonde est 
l’incorporation sélective d’un nucléotide lésé qui la rend substrat d’une ou plusieurs enzymes de la 
BER [9]. Des travaux précédents ont utilisé ce type de sondes appelées « molecular beacon » [10] où 
les extrémités 3’ et 5’ étaient modifiées par 2 chromophores, un fluorophore et un quencher de 
fluorescence. Lorsque le MB est hybridé, la proximité des 2 chromophores conduit à l’extinction de la 
fluorescence. Lorsque les enzymes de la BER reconnaissent la lésion, l’oligonucléotide est clivé au 
niveau du nucléotide lésé [11]. Le fragment contenant le fluorophore se déshybride de celui 
contenant le quencher induisant une augmentation de la fluorescence. Ainsi, l’activité de réparation 
peut être visualisée en temps réel par la détection d’une variation de fluorescence. 
La suite des recherches menées au laboratoire a consisté à transférer ces tests de détection 
enzymatique en solution vers des systèmes supportés. Cela a été réalisé sur lames par Mélanie 
Flaender [12] puis plus récemment sur billes (sujet de thèse actuel de Guillaume Gines au LAN). Ces 
billes sont de tailles micrométriques et ont la propriété d’être magnétiques. Le greffage des 
oligonucléotides est réalisé de manière aisée et efficace par interaction streptavidine-biotine. Ce 
format en fait un outil de choix car il permet une analyse fluorescente haut débit et miniaturisée, 
contrairement à l’utilisation d’autres méthodes comme l’électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
couplée à un marquage radioactif ou encore la spectrométrie de masse. Ces sondes étant composées 
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d’oligonucléotides, donc biocompatibles, peuvent également être transfectées au sein de cellules 
pour une analyse des activités enzymatiques directement in cellulo. 
 
L’objectif de mon stage a été de travailler au développement de nouveaux systèmes 
d’analyse des activités de réparation de l’ADN en utilisant la cytométrie en flux : 
o in vitro : en immobilisant sur billes micrométriques les ODN puis en réalisant une analyse par 
cytométrie en flux. 
o in cellulo : en transfectant les sondes nucléiques dans les cellules puis en réalisant une 
analyse par cytométrie en flux. 
 
Figure 3 : A) Résumé graphique  de l’objectif de mon stage ; B) Schéma du principe des sondes 
profluorescentes. 
 
 
II – RESULTATS ET DISCUSSION 
 
A) Les sondes d’acides nucléiques profluorescentes 
Les oligonucléotides ont été synthétisés sur support par la voie phosphoramidite à l’aide d’un 
synthétiseur d’ADN. Les rendements de chaque étape sont estimés par une lecture de l’absorbance 
du cation diméthoxytrityle à 498 nm lors de l’étape de déprotection du 5‘-OH. Le rendement d’un 
couplage est de l’ordre 97-98 %. Au final, on estime que 30 à 35 % des oligonucléotides présents à la 
surface du support possèdent la bonne séquence. Les ODN ont ensuite été purifiés par 
électrophorèse sur gel d’acrylamide dénaturant puis par HPLC. 
Les ODN ont une structure en hairpin (« épingle à cheveux ») ; ils possèdent à leur extrémité 
3’ le motif biotine triéthylène glycol, suivi de 6 thymidines non appariées servant d’espaceur. Sur le 
brin 3’ se trouvent également la lésion de l’ADN et le fluorophore (Cyanine 5). Sur le brin 
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complémentaire 5’ (en face du fluorophore) est positionné un résidu dabcyl qui est le quencher de 
fluorescence (figure 4). L’extinction de fluorescence repose sur le principe du Förster Resonance 
Energy Transfer  (FRET). 
Les sondes que nous allons utilisées sont donc initialement quenchées. Ceci signifie qu’elles 
ne fluorescent pas puis suite à l’activité des enzymes de la BER, ces dernières vont couper le brin 
d’ADN, libérant un fragment contenant le dabcyl. Les 2 chromophores sont alors séparés 
spatialement (absence de FRET), ce qui conduit à une apparition de fluorescence. Cette méthode de 
marquage fluorescent possède de nombreux avantages et une alternative au marquage radioactif 
[13], notamment sur l’absence d’exposition à des rayonnements pour les manipulateurs et 
l’élimination des déchets.  
 
L’intérêt des sondes que nous utilisons est qu’elles sont spécifiques d’une enzyme donnée. 
Lors de nos expériences, nous avons utilisé principalement deux types de sondes (figure 4) :   
- La sonde Pst1Q2cy5 qui ne possède pas de lésion mais le site de restriction de l’enzyme de 
restriction Pst1. Dans nos différentes expériences, cette sonde sera utilisée comme témoin négatif 
car non substrat des enzymes de la BER. 
- La sonde THFQ2cy5 contenant le tétrahydrofurane (THF) qui mime le site abasique ; c’est 
un analogue stable et moins réactif que le site AP (qui peut conduire à des β-éliminations puis à des 
coupures simples brins). En présence d’une enzyme à activité AP-endonucléase (APE1),  il y aura 
incision de la lésion qui conduira à la génération d’une coupure de brin et à l’apparition de  
fluorescence. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Séquences ODN utilisées au cours de cette étude. 
 
Avant toute utilisation des sondes, on effectue un contrôle qualité qui permet de vérifier leur 
pureté mais également leur fonctionnalité. Pour cela, 1 pmol d’ODN est incubé pendant 1h avec 
ODN 
Pst1Q2cy5 
ODN 
THFQ2cy5 
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l’enzyme adéquate pour générer une coupure (soit Pst1 soit APE1). Le mélange réactionnel est alors 
analysé par gel de polyacrylamide (PAGE).  
 
B) Immobilisation des sondes sur billes pour l’analyse par cytométrie en 
flux in vitro 
1) Immobilisation sur billes 
Le motif biotine intégré aux ODN à l’extrémité 3’ permet de les immobiliser sur des billes 
ayant à leur surface le motif streptavidine. En effet, la biotine et la streptavidine ont une affinité 
élevée et une des interactions non-covalentes les plus fortes connues dans la nature. Les billes 
utilisées sont des billes micrométriques qui possèdent un diamètre de 2,8 µm. Elles ont la propriété 
d’être magnétiques, ce qui facilite le changement des conditions du milieu par l’utilisation d’un 
aimant qui permet de les sédimenter au fond du tube et ainsi changer leur surnageant. Les 
conditions de greffage ont été mises au point par G. Gines lors de son stage de M2 (« Nouvelles 
sondes nucléiques fluorescentes pour la détection de la réparation sur particules magnétiques »). La 
mesure de la fluorescence du surnageant, grâce à un spectrofluorimètre en gouttes (NanoDrop-
3300), a permis d’optimiser la quantité de billes à utiliser, le temps d’incubation et estimer le taux de 
greffage (~90 %). Dans le cas présent et l’utilisation de sondes quenchées, le même protocole 
élaboré pour les sondes fluorescentes a été utilisé, soit 15 pmol d’ODN pour 100 µg de billes, avec 
une incubation de 1h à 25°C. 
2) Digestions enzymatiques des ODN immobilisés sur billes 
Le principe du test enzymatique repose sur l’apparition de fluorescence des billes. Elles sont 
initialement « éteintes » et suite à l’activité des enzymes de réparation de l’ADN, elles vont 
« s’éclairer » (figure 5).  Chaque digestion enzymatique spécifique est réalisée à partir de 1 pmol 
d’ODN, ce qui représente 8 µg (5 µL) de billes en solution dans un volume total de 10 µL.  
 
Figure 5 : Schéma d’illumination des billes. 
La cytométrie en flux est une technique qui consiste à faire défiler très rapidement 
(plusieurs milliers/seconde) des particules micrométriques en suspension devant un faisceau laser, et 
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grâce à un flux laminaire de les séparer les unes par rapport aux autres. Pour chaque particule, 
plusieurs paramètres sont mesurés, ce qui permet de pouvoir les trier dans un même échantillon. On 
peut mesurer la fluorescence émise à diverses longueurs d’ondes mais aussi la taille et la 
granulométrie grâce à la lumière diffusée recueillie dans 2 directions différentes. Pour faires ces 
mesures, on utilise le FACScalibur (cf. annexe fig.D). Il possède deux sources lumineuses (laser Argon 
à 488 nm et diode rouge à 635 nm) puis les signaux fluorescents sont collectés par une lentille et 
spectrallement  divisés par une collection de miroirs dichroïques et de filtres. Cette technique 
convient donc aux billes utilisées [14] mais également aux cellules toutes deux de tailles 
micrométriques.  
 
a) Mesure d’activités enzymatiques à partir de protéines purifiées 
Dans un premier temps, on mesure les activités enzymatiques en utilisant une gamme 
d’enzymes purifiées.  
Le traitement des résultats de la cytométrie en flux est réalisé à partir du logiciel 
FACSexpress, il permet de faire des « overlays », c’est-à-dire de rassembler sur un même graphe les 
mesures d’une expérience (figure 6.A.). Il permet également d’accéder à la moyenne arithmétique du 
signal fluorescent pour chaque mesure. L’analyse des résultats sera faite à partir d’histogrammes qui 
représentent l’intensité du signal fluorescent avec comme valeurs les moyennes arithmétiques 
obtenues,  les expériences sont réalisées en triplicata. 
 
D’après les résultats, le quenching initial n’est pas de 100 % car en absence d’enzymes, donc 
de coupure des ODN, la fluorescence n’est pas totalement éteinte avec une mesure du signal 
fluorescent de 200 en unités arbitraires. Dans nos expériences, il y aura donc un bruit de fond 
correspondant à cette valeur. Ceci était prévisible car le spectre d’absorption du dabcyl ne 
correspond pas au spectre d’émission de la Cyanine 5 (cf. annexe fig.B/C). Le quenching initial 
pourrait être amélioré par l’utilisation d’un autre quencher, ce qui est une des perspectives pour 
améliorer le principe de nos sondes profluorescentes introduites ici. 
Pour les billes fonctionnalisées par la sonde Pst1Q2cy5, on observe que le signal fluorescent 
augmente en fonction de la quantité d’enzymes présentes en solution, avec un maximum atteint à 5 
unités d’enzymes. La coupure des ODN est donc dépendante de la quantité d’enzymes utilisée. 
Concernant les billes THFQ2cy5, le signal est maximum à partir de 0,25 unité d’APE1, ce qui montre 
l’efficacité d’excision de cette enzyme pour la lésion.  
Ces deux résultats permettent de valider le test enzymatique avec une coupure spécifique 
des sondes nucléiques en fonction de l’enzyme utilisée et de sa quantité, et de prouver ainsi leur 
fonctionnalité. 
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Figure 6: Digestion enzymatique des ODN sur billes par des enzymes purifiées ; A) Résultats obtenus à 
l’aide du logiciel FACSexpress ; B) Histogrammes obtenus à partir des « moyennes arithmétiques ». 
 
 
b) Mesure d’activités enzymatiques à partir d’extraits nucléaires HeLa 
Dans un deuxième temps, nous avons appliqué nos tests enzymatiques aux extraits 
nucléaires HeLa commerciaux, avec l’utilisation d’une gamme de concentrations croissantes (figure 
7).  
L’utilisation des ODN dans des extraits cellulaires pose le problème de leur stabilité face aux 
nucléases. En effet, une dégradation des sondes en solution est observée, avec la visualisation de 
plusieurs bandes non caractéristiques du fragment coupé, lors de l’analyse par électrophorèse. Le 
changement de configuration des sondes, en immobilisant les ODN sur billes par l’extrémité 3’,  a 
permis de supprimer cette réaction.  
 
Pour les billes fonctionnalisées par la sonde THFQ2cy5, à partir de 2,5 µg/mL d’extraits HeLa, 
l’excision du site AP par l’enzyme APE1 est maximale car le signal fluorescent atteint la valeur de 
1000 en unités arbitraires. Ceci nous montre que l’enzyme APE1 a une efficacité élevée d’excision et 
que celle-ci est présente en quantité importante dans les extraits HeLa.  On observe la diminution du 
B
) 
A
) 
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signal fluorescent à 1000 µg/mL, l’hypothèse est que l’extrait est trop concentré en protéines et 
celles-ci se fixent à l’ADN (de manière plus ou moins spécifique) empêchant l’excision du site AP. 
L’ODN Pst1Q2cy5 n’est pas coupé par les protéines contenues dans les extraits nucléaires, car il n’y a 
pas de variation de fluorescence. Cela prouve que cette sonde est un bon témoin négatif et que la 
variation de fluorescence observée pour la sonde contenant la lésion THF n’est due qu’à l’excision de 
l’ODN et qu’aucune dégradation significative n’est détectée dans nos conditions opératoires. 
. 
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Figure 7 : Digestion enzymatique des ODN sur billes par une concentration croissante en extraits 
nucléaires de cellules HeLa. 
 
c) Mesure d’activités enzymatiques à partir d’extraits nucléaires knockdown contrôle et 
APE1 
Pour une utilisation de ces ODN comme outil de détection et de quantification des enzymes 
de la réparation, nous envisageons de les transfecter. Cela permettrait de s’affranchir de l’étape de 
préparation des extraits cellulaires des patients qui suivent une thérapie anticancéreuse et ainsi 
accéder rapidement aux activités enzymatiques présentes pour orienter le traitement. Pour réaliser 
de telles expérimentations, nous avons utilisé des cellules qui sont knockdown [15] pour un gène de 
la réparation de l’ADN (cellules obtenues commercialement de la société TrevigenTM). Ces cellules 
sont des glyoblastomes (LN428) dans lesquels il y a eu incorporation de shRNA ciblant un ARN 
messager transcrit spécifique d’un gène de la réparation de l’ADN. Cette technique permet de 
diminuer la quantité de protéines traduites APE1 à partir de l’ARN messager. Ainsi avec ces cellules, 
nous espérons valider nos sondes profluorescentes comme outil de quantification des protéines de 
réparation in cellulo.  
Les extraits KD APE1 sont ceux qui possèdent un shRNA ciblant l’ARN messager de la protéine 
APE1 et les extraits KD Ctrl sont les cellules qui n’ont pas d’ARN interférent. 
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Avant de réaliser une étude in cellulo, nous avons effectué des tests enzymatiques in vitro à 
partir des extraits nucléaires de ces deux lignées cellulaires.  
Les résultats sont présentés en figure 7. Au cours de cette étude, nous avons effectué une 
analyse cinétique (figure 7.A.), grâce à un lecteur Stratagène® qui est un appareil de PCR. Il permet 
de mesurer la fluorescence en format microplaque, en fonction du temps. D’après les résultats, on 
observe que la cinétique des réactions est plus faible dans les extraits KD APE1. Notamment, on 
remarque que les cinétiques à 5 µg/mL de KD APE1 et à 2,5 µg/mL de KD Ctrl sont quasi-identiques. 
On peut donc affirmer qu’il y a une diminution d’environ 50 % de l’activité enzymatique d’APE1 dans 
les extraits nucléaires KD APE1 par rapport aux extraits KD Ctrl. Les résultats du FACS (figure 7.B), qui 
correspondent au signal fluorescent obtenu après une heure d’incubation, permettent d’observer 
des différences entre les deux lignées jusqu'à 2,5 µg/mL. Cependant, à partir de 5 µg/mL, la coupure 
est maximale pour les deux lignées et la distinction se fait uniquement en fonction de la cinétique.  
En conclusion, ces résultats montrent que les sondes peuvent être utilisées comme outil de 
quantification des activités enzymatiques de réparation. En effet, ils permettent de confirmer que les 
extraits KD APE1 ont une diminution de l’activité enzymatique d’APE1 par rapport à la lignée 
contrôle. Cependant, il faut se placer à des concentrations faibles de protéines et être attentif à 
l’aspect cinétique de la réaction si on veut différencier les deux types d’extraits. Pour la transfection, 
la concentration n’est pas un paramètre sur lequel on peut influencer. Il faudra « jouer » sur l’aspect 
cinétique, et réaliser l’observation à des temps relativement courts (à déterminer). 
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Figure 7 : Digestion enzymatique par les extraits knockdown sur billes-THFQ2cy5. A) Etude cinétique ; 
B) Signal FACS 
 
d) Inhibition de l’activité AP-endonucléase par la méthoxyamine  
La méthoxyamine (Mx) est une molécule organique capable d’inhiber l’action des AP-
endonucléases en réagissant avec le site abasique [16]. La fonction amine de l’inhibiteur réagit avec 
la fonction aldéhyde de la forme ouverte du site abasique conduisant à la formation d’un éther 
A) 
B) 
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d’oxime (cf. annexe fig.F). La formation ce cet adduit est un intermédiaire stable qui empêche 
l’activité lyase d’APE1. 
 
Nous avons voulu vérifier si le système des sondes immobilisées sur billes est capable de 
mettre en évidence cette activité d’inhibition, mais également si la diminution de l’activité AP-lyase 
des extraits KD APE1 (confirmée par l’expérience précédente) entraine une concentration moins 
importante en méthoxyamine pour inhiber l’action des enzymes AP-endonucléases par rapport aux 
cellules KD Ctrl. 
Pour ce faire, nous avons utilisé un ODN fluorescent contenant la lésion Inosine (InoF2). 
Lors du processus BER, la glycosylase Aag (Adénine Alkyl Glycosylase) [17] excise l’inosine formant un 
site basique. Lors de notre étude, nous avons utilisé 0,05 u d’Aag purifiée (permettant la formation 
du site AP), les extraits KD à 5 µg/mL puis une concentration croissante en méthoxyamine. Nous 
avons choisi une concentration d’extraits à 5 µg/mL car cela correspond à la concentration à laquelle 
les deux extraits KD ont la même efficacité d’excision, après une heure d’incubation. 
Les résultats obtenus (figure 8) nous montrent que la coupure du site AP de la sonde InoF2 
est inhibée par la Mx et que celle-ci est directement corrélée à la concentration en Mx. On observe 
également une « tendance » entre les deux extraits KD, l’inhibition est plus importante dans les 
extraits KD APE1 que pour les extraits KD Ctrl aux mêmes concentrations en Mx. Les résultats 
obtenus à 10 mM ne sont pas représentatifs. En effet à cette concentration, précisément lors de 
l’analyse par FACS, on observe que les billes s’agglomèrent fortement entre elles.   
Digestion enzymatique ds billes InoF2 en présence de 
méthoxyamine et d'extraits KD (5 µg/mL)+ 0,05 u d'Aag
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Figure 8 : Digestion enzymatique par les extraits knockdown (5 µg/mL) sur billes InoF2 en présence de 
méthoxyamine.  
 
C) Transfection des ODN pour l’analyse par cytométrie en flux 
Pour effectuer cette étude, nous avons travaillé avec le laboratoire Biopuces du CEA de 
Grenoble qui possède une expertise reconnue dans le domaine de la transfection et qui nous a 
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fournit le matériel nécessaire. Dans un premier temps, nous avons fait une étude sur le choix de 
l’agent de transfection puis ensuite nous avons transfecté des ODN et arrêté la transfection à 
différents temps donnés.  
 
1) Etude sur le choix de l’agent de transfection  
Il a été nécessaire de choisir quel agent de transfection était le mieux adapté à notre étude. 
Pour chaque type cellulaire, un agent de transfection est le plus adapté et celui-ci est également 
choisi en fonction du « produit » à transfecter (ARN, ADN, plasmide, …).  Nous avons testé deux 
agents de transfection : la lipofectamine 2000 et la lipofectamine RNAimax (InvitrogenTM). Comme 
leur nom l’indique, le principe de ces deux agents est de former un liposome englobant les ODN qui 
peut fusionner avec la membrane puisqu'ils sont tous les deux composés d’une bicouche de 
phospholipides, et ainsi permettre l’entrée des ODN dans la cellule. 
Pour ce faire, nous avons transfecté des ODN possédant le fluorophore Cyanine 3 : un 20 
mer linéaire, un « hairpin » (HdG) et un « hairpin » quenché (HdG), contenant aucune base lésée. Les 
résultats présentés sont obtenus 24h après transfection ; nous avons réalisé une observation au 
microscope inversé et une analyse par cytométrie en flux. Les cellules sont fixées par du 
paraformaldéhyde, qui stabilise les tissus et permet une conservation de la localisation (les 
différentes molécules de la cellule sont pontées en les intégrant à un maillage plus ou moins fin - cf. 
annexe IV). 
 
L’observation au microscope, nous a permis de mettre en évidence que les cellules étaient 
transfectées car on observait les sondes Cy3 dans les cellules avec le filtre adapté (cf. annexe fig.G). 
Cependant cela ne nous a pas donné d’information concrète, notamment sur la localisation car le 
grossissement utilisé n’était pas assez important. 
Les analyses par cytométrie en flux sont présentées en figure 8. Pour évaluer le taux de 
transfection, nous avons ajouté un quadrillage sur le « plot » des cellules non transfectées qui 
permet de délimiter quatre zones (figure 9.A). Pour les cellules transfectées, celles qui sont en bas à 
gauche sont considérées comme négatives pour la transfection, tandis que les cellules en bas à 
droites sont positives (Figure 9.B). Les résultats sont présentés sous forme de tableau indiquant pour 
chaque condition ; le pourcentage de cellules transfectées et la mesure du signal fluorescent de la 
Cy3 (filtre Fl2) (Figure 9.C). 
Nous remarquons que la transfection des cellules KD Ctrl est d’environ 100 % pour les deux 
agents de transfection, cependant l’intensité du signal fluorescent est plus élevée pour la 
lipofectamine 2000. Pour les cellules KD APE1, la transfection a une efficacité proche des 55-60 % et 
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le signal fluorescent est plus élevé pour la lipofectamine 2000 également. On observe que le signal 
fluorescent de la sonde quenchée est identique à celle non quenchée. Cela montre qu’il y a eu une 
dégradation importante des sondes par les nucléases cellulaires et/ou par le PFA. 
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  lipofectamine 2000 lipofectamine RNAimax 
   % transfection FL2 (a.u.)  % transfection FL2 (a.u.) 
KD Ctrl 
20 mer 98 67 96 61 
HdG 99 134 99 66 
HdGQ 99 135 98 101 
KD APE1 
20 mer 27 16 53 17 
HdG 62 30 66 20 
HdGQ 61 28 51 17 
 
Figure 9 : Analyse par cytométrie en flux de la transfection des ODN Cy3 dans les cellules KD. 
 
Selon cette étude, l’efficacité de transfection est plus élevée avec la lipofectamine 2000, c’est 
pourquoi nous avons décidé de l’utiliser par la suite. La différence sur l’efficacité de transfection 
entre les deux lignées est certainement due au fait que les cellules KD APE1 ont une croissance deux 
fois plus élevée par rapport aux cellules KD Ctrl ; ainsi,  leur division conduit à la dilution de la sonde 
pour chaque cellule. 
 
2) Etude cinétique de la transfection avec analyse par cytométrie en flux des 
cellules  
Suite au choix qui s’est porté sur la lipofectamine 2000, nous avons décidé de continuer la 
transfection d’ODN. Cette fois-ci, nous avons arrêté la transfection à des temps donnés : 2h, 4h et 8h. 
Nous avons transfecté les ODN Pst1Q2cy5 et THFQ2cy5 pour essayer de distinguer l’activité de 
réparation de l’ADN  et HdG et HdGQ afin d’observer le phénomène de dégradation. 
C
) 
A
) 
B
) 
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Les résultats sont présentés figure 10. Contrairement aux résultats précédents, toutes les 
cellules sont transfectées, mais il y une différence d’intensité du signal fluorescent entre les deux 
lignées qui montrent que l’entrée des ODN dans les cellules KD Ctrl est soit plus aisée que dans les 
cellules KD APE1 ou que les cellules KD APE1 ont une croissance telle que l’ODN est dilué. Nous avons 
réalisé une expérience en immobilisant sur billes une sonde quenchée (donc résistante aux 
nucléases) en présence de PFA, et on observe que la sonde reste quenchée. Le PFA n’a donc à priori 
aucun effet sur le quenching des ODN. 
Après seulement 2h de transfection, on remarque que l’ODN quenché HdGQ émet un signal 
fluorescent de même intensité que l’ODN non quenché HdG, ce qui signifie qu’il ya eu une 
dégradation importante par les nucléases qui aboutit à la coupure de l’ODN. Nous n’observons 
aucune activité de réparation significative de l’ADN car la sonde THFQ2cy5 n’a pas une intensité de 
signal fluorescent plus importante que la sonde Pst1Q2cy5.  
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Figure 10 : Analyse par cytométrie en flux des différents ODN. 
 
Cette expérience, qui a été réalisée une seule fois en fin de stage et demande donc 
confirmation, montre qu’avant de continuer dans ces tests in cellulo, il sera nécessaire de trouver des 
solutions pour éviter cette réaction de dégradation par les nucléases. Cette réaction pourrait être 
réduite, voire éliminée, par l’immobilisation sur billes nanométriques par l’extrémité 3’ ou encore par 
protection des ODN contre l’action des nucléases par l’insertion d’analogues stables d’acides 
nucléiques [9] (liens phosphorothioates, méthylphosphonates, Locked Nucleic Acid,…). 
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III - CONCLUSION 
 
Au cours de ce stage, nous avons immobilisé des sondes oligonucléotidiques « hairpins » 
quenchées contenant une lésion de l’ADN sur billes magnétiques grâce à l’interaction 
streptavidine/biotine. Nous avons utilisé cette plateforme bioanalytique originale pour l’étude de la 
réparation par excision de base et plus particulièrement l’excision du site abasique avec l’utilisation 
d’un analogue stable : le tétrahydrofurane. Le principe de ces tests repose sur la mesure de 
fluorescence des billes fonctionnalisées, initialement quenchées, émettent un signal fluorescent 
directement corrélé au taux de coupure des ODN. Nous avons montré que l’immobilisation d’ODN 
sur billes était un outil de choix pour la quantification de la réparation de l’ADN, permettant de 
réaliser des analyses rapides et sensibles (1 pmol ODN utilisée par test).  De plus, une analyse  par 
cytométrie en flux apporte à cet outil l’avantage d’une détection haut débit et miniaturisée. Les 
sondes développées ici ont permis de quantifier des activités de réparation au sein d’extraits 
cellulaires et ont été validées pour la mesure d’inhibition par la méthoxyamine.  
Les perspectives envisagées sont d’améliorer le principe des sondes profluorescentes en 
utilisant d’autres quenchers que le dabcyl qui permettraient de diminuer encore le bruit de fond de 
fluorescence initial. Il est aussi envisagé d’utiliser ce type de sondes supportées pour faire du 
multiplexage, c’est-à-dire d’utiliser des sondes contenant différentes lésions correspondant chacune 
à un fluorophore spécifique. Ainsi, cette approche  permettrait une détection simultanée  de 
plusieurs activités de réparation au sein d’un même extrait cellulaire.  
Les premiers résultats in cellulo montrent que les sondes transfectées  sont très vulnérables 
à la dégradation par les nucléases. Pour poursuivre cette étude, il faudra envisager des solutions 
visant à minimiser voire éliminer cette réaction de dégradation; soit par l’immobilisation sur 
nanobilles [18] par l’extrémité 3’, soit par l’incorporation dans la séquence d’analogues stables 
d’acides nucléiques. Les enzymes de réparation se trouvant essentiellement dans le noyau, un 
problème majeur lié à l’utilisation de  nanobilles serait de savoir si ces dernières peuvent passer à 
travers la membrane nucléaire, ce qui est actuellement une théorie controversée.  
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IV – MATERIELS ET METHODES 
 
1 - Synthèse des oligonucléotides 
Les oligonucléotides utilisés ont été synthétisés à l’échelle de 1 ou 0,5 micromole avec un 
synthétiseur automatique d’acides nucléiques (Applied Biosystems 392 DNA/RNA Synthetizer). La 
synthèse a été effectuée selon la voie phosphoramidite sur support solide : cette technique permet 
de s’affranchir des étapes d’isolement et de purification des intermédiaires oligonucléotidiques. En 
effet le support silice, insoluble dans les solvants organiques est fonctionnalisé par le premier 
nucléotide fixé par sa fonction 3’. Pour les oligonucléotides contenant un groupement biotine en 3’, 
le monomère utilisé est le BiotineTEG CPG support (société Glen Research). Ensuite, l’addition 
séquentielle des monomères (dA, dG, dC, dT-3’-CE Phosphoramidite), du nucléotide lésé (sous forme 
de synthon phosphoramidite), du fluorophore (Cy5™ Phosphoramidite) et du quencher de 
fluorescence (Dabcyl-dT Phosphoramidite) de la société Glen Research, en solution dans l’acétonitrile 
permet l’élongation de la séquence de l’extrémité 3’ vers 5’. Le support est simplement lavé puis 
séché entre chaque cycle afin d’éliminer les excès des réactifs.  
Le cycle de condensation de la méthode de phosphoramidite se décompose en 4 étapes : la 
détritylation de la fonction alcool en 5’, l’activation du monomère phosphoramidite couplé à la 
condensation, le « capping » des fonctions 5’-OH n’ayant pas réagit et l’oxydation du phosphite en 
phosphate. 
 
2 - Purifications des mélanges bruts de synthèse et caractérisation des oligonucléotides 
A) Purification sur gel d’acrylamide 
Les bruts de synthèse ont été purifiés sur un gel de polyacrylamide 20 % avec urée. La 
solution de polyacrylamide est constituée de 210g d’urée dissouts à chaud dans 250 mL d’acrylamide 
à 40 % et 50 mL de tampon Tris/Borate/EDTA (TBE 10X de chez InvitrogenTM). La solution est 
complétée à 500 mL avec de l’eau milliQ avant d’être filtrée sur fritté. Les plaques de verre, les 
espaceurs et le peigne sont lavés au détergent puis à l’eau et enfin à l’éthanol avant leur utilisation. 
Les faces internes des plaques sont traitées avec une solution de diméthyldichlorosilane à 1 % dans 
du dichlorométhane (facilite le démoulage final). La polymérisation du gel est initiée en ajoutant 700 
µL de solution de persulfate d’ammonium (APS) à 10 % puis 70 µL de TEMED pour 100 mL de solution 
d’acrylamide à 20 %. Le gel, une fois coulé et polymérisé est préchauffé à 1000 V en limitant la 
puissance à 3 W pendant une nuit. 
La migration des oligonucléotides s’effectue à 2000 V en limitant la puissance à 20 W, le 
tampon de migration utilisé est une solution de TBE 1X. Les ODN étant fluorescents et concentrés, la 
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bande d’intérêt est distinguable à l’œil nu. Celle-ci est découpée puis broyée, 12 mL de PBS sont 
ajoutés dans un Falcon de 15 mL. La solution est agitée toute une nuit. Le lendemain, elle est 
centrifugée pour éliminer l’excès d’acrylamide et le surnageant contenant l’ADN est prélevé. La 
solution est concentrée au Speed-Vac, filtrée sur colonne d’exclusion Nap 10 (GE healthcare) puis re-
concentrée au Speed-Vac. 
 
B) Purification par HPLC 
Les oligonucléotides sont re-purifiés une seconde fois par chromatographie liquide haute 
performance (HPLC) en phase inverse sur une colonne C18 chauffée à 50°C. Les différents fragments 
d’ADN sont séparés par un gradient linéaire d’acétonitrile (8 à 25 %) dans du TEAA 10 mM. La 
détection de ces fragments se fait à l’aide d’une double détection : grâce à un détecteur UV à 260 nm 
et à un spectrofluorimètre permettant de mettre en évidence la présence des marqueurs Cyanines 
(Cy3 ou Cy5). Les fractions collectées sont ensuite concentrées au Speed-Vac puis reprises dans de 
l’eau milliQ. La concentration est déterminée grâce à la mesure d’absorbance à 260 nm à l’aide d’un 
spectrophotomètre en goutte de type Nanodrop ND-1000. 
 
C) Hybridation des oligonucléotides (duplex « hairpins ») 
Les fragments d’ADN auto-complémentaires doivent être placés dans un milieu salin pour 
permettre l’hybridation et la formation de la structure double brin. Cela permet de s’assurer que les 
« hairpins » sont sous forme de double brins autocomplémentaires et substrats des enzymes 
étudiées. Ainsi,  1 pmol de l’oligonucléotide est reprise dans une solution aqueuse de tampon (10 
mM HEPES/KOH pH 7,8 ; 2 mM EGTA/KOH pH 7,8 ; 80 mM KCl ; 0,1 mM ZnCl2 ; 1 mM DTT ; 0,5 mg/ml 
BSA). L’échantillon est chauffé à 90°C pendant 3 minutes puis subit un refroidissement lent jusqu’à 
température ambiante. Cela permet d’éviter les sous structures non désirées. 
 
   
D) Contrôle qualité des oligonucléotides en solution 
Une fois les oligonucléotides purifiés, ils sont incubés avec l’enzyme spécifique soit de la 
lésion soit du site de restriction inséré dans les sondes, pendant 1h à 37°C. Les solutions sont alors 
analysées par électrophorèse sur gel d’acrylamide 20 % dénaturant. Pour les sondes quenchées, on 
mesure la fluorescence à l’aide d’un spectrofluorimètre en goutte de type Nanodrop 3000 ; cette 
dernière analyse permet de vérifier le processus de quenching initial. Les échantillons, avant d’être 
déposés, sont dénaturés par chauffage à 90°C pendant 3 minutes dans 3 µL de solution de bleu dans 
la formamide (90 % formamide, 0,02/ xylène cyanol, 0,02 % bleu de bromophénol). Après la 
migration, le gel est analysé à l’aide d’un scanner de fluorescence (TyphoonTM chez GE Healthcare). 
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Les fractions pures recherchées sont ensuite rassemblées puis la concentration est déterminée par 
mesure d’absorbance à 260nm à l’aide d’un Nanodrop ND-1000. 
 
3 - Immobilisation des sondes nucléiques sur billes Dynabeads®  M280-streptavidine 
Les billes utilisées sont fournies par la société InvitrogenTM. Ces billes ont un diamètre de 
2,8µm et sont recouvertes d’une couche de streptavidine. 
 
A) Préparation des billes 
Le flacon de stockage est vortexé vigoureusement pour que la solution soit homogénéisée et 
que  les billes soient placées en suspension. Un volume de billes est prélevé puis transvasé dans un 
tube eppendorf®. Le tube est placé ensuite dans un portoir magnétique, les billes sont alors culottées 
et le surnageant est retiré. Les billes sont lavées 3 fois avec 1 volume de « Binding and Washing 1X » 
(B&W) en retirant le surnageant et en remettant en suspension les billes par vortexage à chaque fois. 
Enfin les billes sont remises en suspension dans un volume de Binding solution 2X. 
 
B) Immobilisation des sondes nucléiques 
En parallèle, les sondes oligonucléotidiques subissent un cycle d’hybridation avant d’être 
immobilisées sur billes. Pour 100 µg de billes, 15 pmol des « hairpins » ODN sont placées dans 60 µL 
de Binding solution 1X. La solution est chauffée à 90°C pendant 3 minutes puis elle subit un 
refroidissement lent jusqu’à température ambiante. Le surnageant de la solution de billes est retiré 
et les 60µL de solution contenant les ODN sont ajoutés puis placés dans bloc agitateur (thermomixer 
eppendorf®), 1h à 25°C à 1400 rpm. Après 1h, les billes sont culottées puis le surnageant est retiré et 
les billes sont lavées 3 fois avec la solution « Binding and Washing 1X » puis 60 µL du tampon désiré 
sont ajoutés. Les billes fonctionnalisées sont stockées à 4°C. 
 
4 – Préparation des extraits protéiques nucléaires  
Les cellules Knockdown pour APE1 (KD-BER-LN428-APE1) et leur contrôle (KD-BER-LN428-
Control) sont fournies par TrevigenTM. Les cellules sont cultivées dans du α-Eagle's MEM supplémenté 
par 10 % sérum de veau fœtal inactivé, de L-glutamine, d’antibiotique/antimycotique, gentamicine et 
de puromycine selon les indications du fournisseur. 
Les extraits sont préparés à partir de cellules congelées à -80°C. Toutes les manipulations 
s’effectueront à 4°C. Les cellules sont décongelées puis centrifugées 5 min à 500g. Elles sont ensuite 
reprises dans 1 mL de PBS puis centrifugées 5 min à 500g. Le culot est repris par du tampon A de lyse 
froid (tampon A : 10 mM HEPES pH 7,8, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl 0,02 % Triton X-100, 0,5 mM DTT 
et 18 µg/mL de PMSF), 500 µL de tampon A pour 2.106 cellules. On incube 20 min dans la glace. Puis 
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la solution est vortexée 30s pour faciliter la lyse de la membrane cytoplasmique. La lyse est vérifiée 
au bleu trypan (9 µL suspension cellulaire pour 1 µL de bleu trypan) : si plus de 90 % des cellules se 
colorent en bleu cela signifie que la lyse a fonctionné, dans le cas contraire il y a de nouveau 
incubation dans la glace pendant 20 min. La suspension cellulaire est centrifugée 5 min à 2300g et 
tout le tampon A résiduel doit être enlevé avec attention (sinon on dilue notre extrait). Les noyaux 
sont ensuite repris dans du tampon B froid (tampon B : 10 mM HEPES pH 7,8, 1,5 mM MgCl2, 25 % 
glycérol, 400 mM KCl, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 18 µg/mL PMSF et 0.7X d’antiprotéases), 12,5 µL 
pour 106 cellules). Les noyaux sont incubés 20 min dans la glace puis 2 cycles de congélation (-80°C) - 
décongélation  (4°C, 5 min) sont effectués. Finalement, la solution est centrifugée 10 min à 16000g. 2 
µL du surnageant sont prélevés et ajoutés à 318 µL d’eau milliQ pour effectuer un dosage des 
protéines nucléaires. Puis le lysat obtenu est aliquoté et stocké à -80°C par fraction de 10 µL. 
Le dosage  des protéines nucléaires s’effectue par la méthode de Pierce sur plaque 96 puits 
avec comme témoin la BSA. 
 
5 - Digestion enzymatique des ODN  in vitro sur billes 
Chaque digestion enzymatique est réalisée à partir de 1 pmol d’ODN, ce qui représente 5 µL 
de billes en solution. Le surnageant est retiré grâce au portoir magnétique puis les réactifs 
nécessaires à la digestion sont ajoutés.  
A) Enzymes purifiées 
Enzyme Provenance Tampon 
APE1 
(2,5 u/µL) 
Société Trevigen® 
10 mM HEPES/KOH pH 7,8 ; 
2 mM EGTA/KOH pH 7.8 ; 80 mM KCl ; 0,1 mM 
ZnCl2 ; 1 mM DTT ; 0,5 mg/ml BSA 
Pst1 
(10 u/µL) 
Société Invitrogen® 
50 mM TrisHCl pH 8 
10 mM ZnCl2 ; 50 mM NaCl 
Aag 
(5u/µL) 
Société Invitrogen® 
10 mM HEPES/KOH pH 7,8 ; 
2 mM EGTA/KOH pH 7.8 ; 80 mM KCl ; 0,1 mM 
ZnCl2 ; 1 mM DTT ; 0,5 mg/ml BSA 
Tableau : Enzymes et tampons utilisés lors des digestions enzymatiques 
 
Une fois le surnageant retiré, on ajoute dans l’ordre : le tampon souhaité, l’eau milliQ et les 
enzymes pour un volume final de 10 µL dans des tubes de 300 µL.  Les échantillons sont incubés 1h à 
37°C au Stratagène pour le suivi de la cinétique. En fin de réaction, on  ajoute 190 µL de PBS pour 
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stopper la réaction puis les solutions de 200 µL sont transférées dans des tubes de 5 mM (Falcon® ; 
Becton Dickinson) l’analyse par cytométrie en flux.  
 
B) Extraits nucléaires 
Les digestions ont été réalisées soit à partir d’extraits commerciaux HeLa soit à partir 
d’extraits nucléaires réalisés au laboratoire à partir des cellules knockdown. On ajoute une fois le 
surnageant retiré des billes : le tampon (10 mM HEPES/KOH pH 7,8 ; 2 mM EGTA/KOH pH 7,8 ; 80 
mM KCl ; 0,1 mM ZnCl2 ; 1 mM DTT ; 0,5 mg/ml BSA), l’eau milliQ puis la solution d’extraits nucléaires 
pour un volume de 10 µL. Les échantillons sont incubés 1h à 37°C au Stratagène pour le suivi de la 
cinétique. En fin de réaction, on  ajoute 190 µL de PBS pour stopper la réaction puis les solutions de 
200 µL sont transférées dans des tubes FACS pour l’analyse par cytométrie en flux.  
 
6 - Cytométrie en flux et analyse 
Pour chaque acquisition, un minimum de 2 x 104 évènements est collecté pour chaque 
échantillon, le filtre est choisi en fonction du fluorophore. Les données sont analysées par FACS 
express (De Novo Software). Les intensités moyennes de fluorescence sont enregistrées pour le filtre 
Fl4 sur une population de billes. 
 
7 - Transfection 
La transfection a été effectuée en plaque 24 puits et 12 puits. Le protocole, ci-dessous 
convient à une plaque 24 puits. Pour une plaque 12 puits, il faut augmenter de façon proportionnelle 
les quantités pour arriver à un volume final de 650 µL au lieu de 500 µL. 
 
Premier jour : ensemencement de la plaque. Les cellules sont ensemencées dans du milieu 
α-MEM avec 10 % de SVF et contenant de la L-glutamine (sans antibiotique). Les cellules sont 
ensemencées de telle sorte que la confluence des puits soit à 30-50 % de confluence le jour de la 
transfection. Nous mettons 30 000 cellules/puits pour une plaque 24 puits et 60 000 cellules/puits 
pour une plaque 12 puits. 
 
Deuxième jour : transfection des ODN (protocole pour une plaque 24 puits, on multiplie par 
1,3 pour une plaque 12 puits). Le milieu est retiré puis remplacé par 400 µL d’optiMEM + 2 % de SVF. 
Puis, on réalise dans 2 tubes différents des duplexes : 1/ tube 50 µl optiMEM free + 0,5 µL de ODN 
(10µM) soit 5 pmol (= tube A) et 2/ tube 50 µl optiMEM free + 0,75 µl de Lipofectamine-RNAimax  ou 
Lipofectamine-2000(= tube B). On attend 10 min afin que l’équibre se fasse dans les tubes puis on 
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ajoute B dans A et on attend encore 15 min. Enfin, on ajoute les ~100 µL de solution dans les 
différents puits. Il faut qu’il y ait une concentration de 10 nM finale en ODN dans chaque puits.  
 
Troisième jour : analyse des résultats. Les cellules sont fixées soit pour une visualisation au 
microscope soit pour les analyser par cytométrie en flux.  
Pour une visualisation au microscope : le milieu des cellules est retiré puis on ajoute 300 µL 
de Hoechst 3342 1:500 dans du PBS (contenant du CaCl2 et du MgCl2) et on laisse incuber 15 minutes 
à 37°C. Les cellules sont ensuite rincées 5 fois avec du PBS puis on ajoute du paraformaldéhyde 4 % 
dans le PBS. On laisse agir pendant 30 min à RT puis on rince 2 fois avec du PBS. Les cellules sont 
ensuite remises dans une solution de PBS avec 20-30 % de glycérol.  
Pour l’analyse par cytométrie en flux : les cellules sont lavées avec du PBS (sans CaCl2 et 
MgCl2) et  trypsinées (300 µL de trypsine EDTA puis 1,7 mL de milieu pour neutraliser la trypsine) puis 
centrifugées. Les cellules sont resuspendues dans 200 µL de PBS puis on ajoute 200 µL de PFA 4 % 
dans du PBS. 
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